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Resumen 
La O-manosiladón es una rnodlficación post-traducdonal importante en eucariotas. El gen que codifica 
la pmtelna Q-manosil mnsferasa 1 en humanos es POMPI. El a-distmgiicano, componente d d  complejo 
giicopmtdco de distrofina en músculo y neumnas, es O-manosllado por POMT1. Existen varias enkmicda- 
des neummusculares cuyos padentes pmcntan défidt en h gllcosilación del a-dbtroglicano. El Sindmme 
de Walker-Warbua 0 es una distrofia muscular congénita asodada a malfonnadones oculares y cew 
brales graves, causada por mutadones en varias proteínas implicadas en la glicosiladón del a-distmglica- 
no. siendo la más hcucnte POMTI. Durante la ernbriogénesis del ratón, Pomn se expresa en los mismos 
tejidos que están más añctados en padentes con WWS. En el ratón adulto. Pomtl se localiza en el R.E. de 
células muxulans y en el acrosoma de las células gennlnales masculinas. En esta tesis. hemos generado 
un animal knockout pata estudiar más a fondo la hind6n de la O-manosiladón en d ratbn. el cual ha re 
sultado ser latal embrionado deMdo a defectos en la fonnadón de h membrana de Reichelt causados por 
un déñdt de glicosiladón d d  a-dlstroglicana Para evitar la letalidad embdonada hcmos pmduddo quime 
ras mediante el uso de células ES Pomtl+, y estamos generando un ratón knockout condidonal basado en 
el sistema CRE-IoxP, que pennita inactivar d gen Pomn espado-temporalmente mediante el uso de pro- 
motores indudbles o espeúñcos de tejido. 
O-mannosylatlon 1s an important post-translatlonal modlficatlon in eukaryotes. The gene that codes the 
protein Qinannosyl transfrme 1 in humans 1s POMl'i. The a-dystroglycan, a component of the dystro - 
phin glycoprotein complex of muscle and neurons Is O-mannosylated by POMPI. kveral neummuscular di - 
sorders present delicit in glycosylatlon of the a-dystroglyan. The Walker-Warburg Síndrome (WWS) 1s a 
congenital muscular dystmphy associated with seven brain and eye malbnnations due to mutatlons in se - 
veral pmtelns involved in a-dystmglycan glycosylation like PüMPI, whlch is bund mutated mone oUen in 
WWS patlents. During mouse embryogenesis, the Pomn gene is expressed in those tisues mostly afñxted 
ln WWS patients. In the aduit mouse, Pomn 1s located in the E.R. of mu~u la r  cells as well as In the acro - 
some of male genn cells. In this thesis, we have generated a knockout animal in order to  get insight the 0- 
mannosylation lunction in mouse, which resulted embryonic lethal due to dekcts in the bnnation of Rei - 
chert's membrane as a resuit of abnonnal glycosylation of a-dystmglycan. In order to avoid the embryonic 
lethality, we have produced chimeras by using Pomtí+ ES celis, and we are generating a conditlonal knoc - 
kout mouse, based on the CRE-loxP system. that allow us to disnipt the Pomn gene space-timely wlth the 
use of lnducible or tlsciue-specilic promoters. 
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CLAVE DE ABREVIATURAS 
aa Arninoáddo 
Ade Adenina 
Asn Asparragina 
AsP Aspaitico 
BSA Albúmina de suem bovino, (en inglés Bovine Serum Albumin) 
C. albinans Candida albicans 
Celulas ES Celulas Embrionarias Pluripotentes (en inglés Embryonic Stem cells) 
cDNA DNA complementario al mRNA 
CMD DistmRa Muscular Congénita (en inglés Congenital Muscular Dystrophy) 
DAPl en inglés 4'4-Diamidino-2-phenylindole 
DEPC Dietil pimcahonato 
DGC Complejo Glicoproteico de DistroRna (en inglés Dystrophyn Glycoprotein Compled 
DMB DistmRa muscular de Becker 
DMD DistmRa muscular de Duchenne 
D. melanogaster Drosophila melanogaster 
DMSO Dimetil sulfóxido 
DNA Acido desoxim'bonucleico 
E7.5 Estadio embrionario 7.5 (en ingles Embryonic Stage 7.5) 
E. coli Escherichia col! 
EDTA Sal disódica de ácido etilen-diamino tetra acético 
EGF Factor epidérmico de crecimiento (en inglés Epldermal growth factod 
EUClB En ingles European Collaboratlve lnterespecific Backcross 
FCMD DistmRa muscular congénita de Fukuyama (en inglés Fukuyama type congenital muscular 
dlstrophy) 
FlTC lsotiocianato de fluoresceína (en inglés Fluorescein isothiocyanate) 
Fuc FUCOM 
FKRP Proteína relacionada con fukutina (en inglés túkutin related protein) 
Gal Galactosa 
Glc Glucosa 
h. Horas 
His Histidina 
H ~ P  Proteína de choque térmico (en ingles Heat shock protein) 
I P3 lnositol 1 p.5-trifosfato (en ingles lnositol1,4,!5-trisphosphate) 
kb Kilobase 
KDa Kilodalton 
KO Knockout, ratón modificado geneticamente por intempción alelica 
LB 
LCCS 
LCR 
Leu 
LGMD 
LiF 
Man 
ri'J 
MDCIC 
MEB 
min. 
mRNA 
NAcCal 
NAcGlc 
NO sintasa 
OFc 
PAGE 
pb 
PBS 
PCR 
PMGS 
PMSF 
PMT 
PNA 
POMGnTl 
POMTI 
Pomtl 
POMT2 
Pomt2 
Pro 
R.E. 
RT 
RNA 
S. cerevlslae 
SDF2 
SDRL 
SDS 
Ser 
Sia 
Medio Luria-Bertani para crecimiento de E. col1 
Síndme de contradura letal congénita (en inglés Lethal congenital confracture syndmme) 
Liquido cefalorraquídeo 
Leudna 
Distrofia mwular de dntura (en inglés Limb-girdle muscular dystrophy) 
Factor inhibidor de leuquinas (en inglés leukln lnhibitory factor) 
Manosa' 
Microairios 
Distrofia muscular congénita con deficiencia secundada de merosina Qaminina) tipo 1C 
(en inglés Deflcient merosin congenital muscular dystrophy tipo 10 
Distrofia muscular congénita con dendenda secundaria de rnerosina Oaminina) tipo I D  
(en inglés Deflcient merosin congenital muscular dystrophy tipo 10 
Enfermedad Müsculo-ojo-cerebro (en inglés Mucideeyr-brain dlseasd 
Mlnutos 
Addo ribonudeico mensajero 
N-Acetil galadosamina 
N-Acetil glucosamina 
Sintasa de 6xido nltrico 
Durante toda la noche (en inglés over nigth) 
Electrofomis en gel de poUaailamida (en inglés Polysuybmid gel electtuphoresis) 
PansdebaKs 
Soludán tamponada con fosfatos (en inglés Phosphte-buffrred saline) 
Readán en cadena de la polimerasa (en inglés Polymerase Chain Reactlon) 
Go~dotropina de swro de yegua pnñada (en hgl€s prrgnant m@'s gumdotmpln s m d  
Fenil metil sulfonilo fluoruro (en ingés phenylmeN,ykuIfonylfluoride) 
W í n a  manosil transferasa 
Ledlna aglutinina de Atachk hypogaea (en ingks peanut agiutlnin fmm Amchir hypogaea) 
Proteína O-manosa plJN-aceti~ucosaminiltransfera~a 1 (en inglés Protein O-mannose 
~JNsccti@ucosamlnfltmnskraK 1) 
Proteína O-manosil transferasa 1 (H. sapiens sapiens) 
Proteína O-manosil transferasa 1 (M musculus) 
Proteína O-manosil transferasa 2 (H. saplens sapiens) 
Proteína O-manosil transferasa 2 (M. musculus) 
Prolina 
Retículo Endoplasmatico 
Temperatura ambiente (en inglés Room Tempeature) 
Addo ribonucleico 
Sacchammyces cerevisiae 
Factor derivado del estroma 2 (en inglés stromal derivative factor 2) 
Proteína paredda a SDF2 (en inglés SDQ like) 
Sulfato de dodecilo sádico 
Serina 
Addo sialico 
TBE 
TBS 
TBS-T 
Thr 
Trp 
S X  
UTR 
WWS 
wt 
XY 1 
YNB 
Tampón Tris-bonito-EDTA 
Soluddn tamponada con Tris-HCi (en inglés Trls-buñrred sallne) 
TBS con 0.1% Tween 20 
Tmnina 
Triptbfano 
Sdución salina de dtrato 
m e n d a  no tradudda (en inglés untranslated rrgion) 
Síndrome de Walker-Warburg (en inglés Walker-Wahug Syndmme) 
Fenotipo o genotipo más común que se enaientra en la naturaleza. no modificado gene- 
ticamente (en inglés wlld-type) 
Xilosa (en inglés X y h a )  
Bases nitmpnadas de kvadura (m inglés ycaJt nltrogen bese) 
El trabajo que voy a presentar es la continuación de 
un trabajo inidado hace unos afios. cuando nuestm 
grupo identificó el gen de una proteína implicada 
en O-manosiladón en mamíferos, un tema entonces 
relativamente nuevo, puesto que se consideraba 
que ésta era una modificación específica de levadu- 
ras y muy rara en mamíferos. 
A lo largo de esta intmducción y durante la dis- 
cusión voy a intentar relatar los antecedentes y los 
hechos que han ido aconteciendo desde entonces. 
Las hipótesis que nos hemos planteado se han ido 
resolviendo a partir de todos los datos existentes 
en la bibliograíía aportados por muchos grupos de 
investigación. En los últimos cinco afios, ciertas en- 
fermedades neummusculares humanas, de las que 
se conocía bastante poco en lo que a la base mole- 
cular y genética se refiere. se han ido relacionando 
con la O-manosilación. Con nuestro trabajo hemos 
contribuido y pretendemos seguir contribuyendo a 
esclarecer algo mbs la implicación que tienen 
POMTI y los O-manosilglicanos en mamíferos. 
Las pmteínas eucariotas. una vez traducidas, pue- 
den sufrir una serie de modificaciones post-traduc- 
cionales que determinarán su estructura secundaria 
y/o su localización. Una de las modificaciones post- 
traduccionales mis importantes es la glicosilaci6n. 
por la cual se afiaden y se pmcesan cadenas carbo- 
nadas a las pmteínas que estbn madurando. Algu- 
nas reacciones de glicosilación ocurren en el lumen 
del R.E. y otras en el lumen de las cisternas del 
aparato de Golgi. Existen principalmente dos tipos 
de glicosilación: N-glicosilación y O-glicosilación, 
dependiendo de la forma que tienen los residuos 
glicosídicos de unirse a las pmteínas. Así, los N-gli- 
canos se unen a los grupos amida de los residuos 
de Asn, mientras que los O-glicanos se unen al gru- 
po hidroxilo de las Ser o Thr de las proteínas (Spiro, 
2002). 
Las cadenas de N-glicanos suelen presentar va- 
rias ramificaciones. Se sintetizan a partir de precur- 
sores de oligosacáridos unidos a dolicol fosáto, 
que se encuentra formando parte de la membrana 
de R.E. La síntesis del precursor ocurre en la cara ci- 
tosólica del R.E. y tiene en común la adición de dos 
NAcGlc y 5 manosas al dolicol. El precursor se 
transloca hacia el lado citosólico y se transfiere me- 
diante una transferasa de oligosacdrido a residuos 
de Asn de las pmteínas que se estan sintetizando, 
con lo que sería una modificaci6n cotraducdonal. 
La Asn debe estar en una secuencia consenso Asn- 
X-Ser/lhr. donde X no puede ser ni Pro ni Asp. Estas 
cadenas de N-glicanos van siendo modificadas por 
enzimas concretas. ya sean glicosiltransferasas O 
glicosidasas situadas en el R.E. o en las cisternas 
del Golgi para formar N-glicanos complejos (Cacan 
et aL, 1998; Schachter, 2000). 
Los O-glicanos generalmente son menos comple- 
jos. ya que sufren menos pmcesamientos. Los más 
conoddos se caractetizan por presentar residuos de 
N-acetil galactosamina (NAcGai) unidos a los grupos 
hidmxilo de Ser o Thr de gücopmteínas con dominios 
tipo muana (ricos en Ser o Thr). Usten muchos 
otms tipos de O-glicanos en diferentes glicopmteí- 
nas. como el factor de coagulación IX humano o los 
dominios de tipo EGF de Notch, que presentan resi- 
duos de fucosa (O-Fuc); los factores de coagulación 
bovinos VI1 y IX, con residuos de glucosa (O-Glc); 
pmteínas atosólicas y nudeares que presentan resi- 
duos de N-acetil glucosamina (O-NAcGk); 10s pmteo- 
glicanos, que contienen cadenas que comienzan con 
Alosa (O-XyO; o el colágeno. que presenta galactosa 
unida a iesiduos de hidd-Iisina (O-Gal). Msten por 
Gltimo, varios tipos de proteínas que presentan cade 
nas de OmanosilgUcanos @do, 1999; WiUer et al.. 
2003 Todos estos tlpos de OgicoaiWón están im- 
plicados en distintas fundones fisldbgicas. Por ejem- 
plo. la OTucodladón se ha retadonado recientemem 
te con la seildizadón mediada por Notch. y la 
ausencia de Dmanosiladón parece estar implicada 
en el desamllo de enkmedades neummuxulares. 
Existen varias misiones sobre el proceso de la O- 
manosiW6n (Endo, 1994 Willer et aL. 2003s Endo, 
2004 tema del cual trataremos a conünusdón. 
2. O-MANO SI^: DESDE LDIAWRAS A 
W F E I U K  
L a ~ 6 n f u e d e r a i t a e n e u c a 1 ¡ o i a ~ p o r ~  
mera ver en levaduras (Sentadm and Noithcate, 
1969). y durante muchos años se pensó que era un ti- 
po de -esped&a de levadurar De hecho, 
esenesbs~nkmoídondehOmanosiladónata 
mejor estudiada. Las cadenas de Omadgtkanoí de 
levadura están fomiadas prindpamente por dduos 
& manoui unidos Unealmente (Rg. 1). Varios estudios 
han demostrado que los OmanositgUCanob son esen- 
daks para mantener la ifgldez e i n t e  de b pared 
celular en S. srevkbe y con ello b viabilidad &lar 
EnotmshongoscomoCeEbkanSladdkiendedeQ 
rnanosibdbn conUeva defectos en distintas funciones 
cekclaies inciuydo h dlsmkiudón de h virulencia del 
pat6geno ~ ~ n g e r  et a l  1999). Ademas de en 
levaduras y hongos se han idenülkado Omanoíilgti- 
canos en el dágeno de b d a d a  del anéüdo Nerdr 
(Spiro and Bhoymo, 1980). En eucarlotas superlores, 
máscwretimenteen D.-,laddklwia 
de O-manadlación afecta al desarmllo muscular de la 
biva y paiece ser -tia para mantewr la integri- 
dad de h arquitedura de bs múxulos abdominaies 
del adulto wn-ülanm and GafcMddo, 1996). 
En mamfferos. la O-manosiladón se ha consi- 
derado más inusual. Las primeras pmtefnas en las 
que se identificaron O-manosllgiicanos fueron los 
p ideodicanos de tipo condroitln-sulfato de cere- 
b m de rata enne et al.. 1979). y se pensaba que 
que este tipo de glicosilacidn estaba iestrlngida 
únicamente a proteínas de cefe b m Con et thpo. 
se han ido identificando estmcturas de O-manosil- 
dicanos similares a las encontradas en pmteogll- 
canos cerebrales en un número limitado de giica- 
Rgun 1. W l e r  el aL. 2003. tumnt OprnIon In Smctural BioIo&. Representaddn esqueinbtlca de ahKturas de DmrnoJML 
canos. Sombmdo en amatiiio se indka la estructun comGn a todos los O-manosilgikano~: en levaduras Man-Man-Man-kfir (4 
y en mamíferos Galpl-4C~l-2-Man-Ser/ihr (M. Esttuauras encontradas en el adiamdicano 0. N). Esttucturas ramllicadas en- 
contradas en otras protelnas de cerebm Oii. iv). 
Estudie del g n  P 
pmteínas de nervio periférico, caebro y mlisculo 
(nvisado en Wller et al.. 2003; Endo. 2004). En 
conciao, se han identificado sialil O-manosilglica- 
nos del tipo Siaa2-3Calpl-4NkQcl-2llbn-Scr/rhr 
en el adistirglicano tanto de nervio periférico 
b dno.  como de músculo esquelético de conejo y 
de m b r o  de oveja. Es más. pame que estas es- 
tructuras participan en la unión del disboglicano 
con componentes de la matriz extracelular (Chiba 
et al.. 1997; Sasaki et aL. 1998). En el c a b r o  de 
oveja. junto con este tetrasacárido. tambien se 
han identificado en el  a-distirglicano estructuras 
de tipo C a l ~ l - 4 ( f f i ~ - ~ N A c Q ~ 1 - 2 l l b n - S c r / r h r  
(Smalheiser et al.. 1998) (Rg. 1). 
Es probable que existan más tipos de O-manosil- 
glicanos, ramificados o no. que estén aún sin deter- 
minar. Hasta el momento, la glicopmtelna que con- 
tiene gran número de O-manosildicanos y ha sido 
mejor caracterizada y estudiada en wrtebrados es 
el a-distmglicano (Mattin. 2003; Cohn, 2005). 
La bioslntesis de O-manosiiglicanos en levadura se 
inida en el R.E. por una familia de pmtelnas O-ma- 
nosil transferasas (PMTs) muy consenada evolutiva- 
mente. que transfienn residuos de manosa a partir 
de dolicol-fosfato-manosa (Dol-P+-D-Man). a los 
residuos de Ser o Thr de las pmtelnas de la ruta de 
secreción. Esta familia está compuesta, en S. cenvi 
siae, por 7 miembms (ScPmtl-ScPmt7) (Gentzsch 
and Tanner, 1997). La familia de las PMTs está dasi- 
ficada filogeneticamente en tres subfamilias PMTl 
(Sñmtl y ScPmt5), PMR (Sñmt2. ScPrnt3 y 
ScPmt6) y PMT4 (Scfmt4) (Girrbach et a&. 2000). 
Aunque han sido estudiadas y caracterizadas 
más a fondo en levaduras. se han ido identificando 
homólogos de las PMTs teladonados con ScPmtl, 
ScPmt2 y ScPmt4 en todo el reino animal. con la 
excepción de Caenorhabditis elegans. Tampoco 
existen miembros de PMTs en plantas y pmtozoos. 
pero sí se encuentran en algunas bacterias (Willer 
et aL, 2003; Cruces. datos sin publicad. 
En eucatiotas superiores, Maitln-Blanco y Carda- 
Bellido dcxrlbieron por primera vez la existencia de 
una posible Protelna O-manosil transferasa en D. 
melanogaster, codificada por el gen rotated abdo - 
men. h Wciones  en este gen afectan al  descirro- 
Ilo del músculo de la larva y pmducen defectos en 
la aquitectura muscular de le mosca adulta, que se 
manifiesta con un fenotipo de abdomen girado. Los 
individuos rt son poco viables (Mattin-Blanco and 
Garcia-Bellido, 1996). 
Más tarde. nuestm g ~ p o  caracterizó en huma- 
nos el gen ortólogo de rt, al que se denominó 
POM77 (Emtelna Q-manosil pansferasa 1). que co- 
dificababa una posible O-manosiltransferasa, ya 
que pmentaba homologla con las PMTs de levadu- 
ras y con tt íJurado et al.. 1999). 
Basándose en el fenotipo de &kcto muscubr o b  
senndoenlasmaxasrZyenhposiblcfindónDma 
misiltwllsklasa & MI, IUeSbD gnpo pensb que 
POMTI podila manosllar alguna pmteha knpscrih en 
el cksamo muxular & mamñcms, amo ei a& 
glkano, Y que podh ser entomes ab 
n a d l s t m R a m u w l a r h c i e d l t e d a o ~ ~ i Q  
Refwgban esta hlpótcsk los datos cwanlartes al a- 
distmgikano, Gnka protdna des* en marnlkrw que 
contenía gran canüdad de Omanosilgkmo~ (Chba ei 
aL, 19971, Y fomiaba pa* del compleio g l k o p w  
de dist~~ñna de &ubs muxularer y neumnales @kr~iy 
and Campbeü, 1999). El hecho de que no hubiese m& 
- @dones dwiitas en el distmgUcano nhcionadas con 
distmRas muxuhtes nos hko pensar que allpuia en&- 
medad musadar o nciirwnusailar kieataib. de la que 
no se conoda d gen mpaisable, podtía estar camada 
por mutadones en POMPI. Estas mutwiones w i F  
an defectos en h Omanosilad6n del a-d&n@cdno, 
impidkndo la fonnadón & las cadenas 4aa2-3GaPl- 
4N4cGlcl-2Man-Se~c Es& ~ d d o  está hnpOa- 
do en la unión con laminina en b mahb &raaeluiar de 
mlixl lo y neuionas (Chiba et al. 1997; hsakl et al., 
1998). con lo que se perdeih este nexo. 
El gen fue posicionado en el genoma con la es- 
peranza de ser localizado en una región relacionada 
con alguna enfermedad. POM77 se localizó en la 
banda cmmosómica 9q34.1. En esa misma zona se 
habla posidonado el slndmme de contradura letal 
congénita (LCCS). Esta e n f e d a d  quedaba exdui- 
da puesto que se posidonó a unas 100 kb del mar- 
cador vedno D9S61 (Makela-Bengs et al. 1998). in- 
dicando que estaba fuera de la región donde se 
posidon6 POMn Ourado et al, 1999). 
El grupo plante6 la posibilidad de identificar fi- 
milias con distrofias musculares con afectadón neu- 
ronal que aGn no estaban ligadas a ninguna región 
cromos6mica para analizar si existfa o no ligamien- 
to en la @6n donde estaba posidonado POMn. 
Ya entonces sospech8bamos que POMTI pudiera 
estar relacionado con WWC. puesto que aún no se 
habla posidonado en el genoma. Mientras tanto. se 
plante6 la generación de un ratón knockout para 
determinar si el knotipo resultante podría nlacio- 
narse o no con alguna distmRa neummuxular. 
El modelo topológico pmpuesto para la proterna 
POMTI humana está basado en el de la ScPmtl de 
levadura (Strahl-BoWnger and kheinost, 1999). se 
gGn el cual POMTI es una pmtelna Integral de 
membrana de R.E. con skte domlnios tremmembra- 
na (Fig. 2). Su extremo N-terminal se encuentra en 
el citoplasma, mientras el C-terminal está loaillzado 
hacia el lumen del R.E. En la zona luminal hay dos 
lazos ('loops? hidmfflicos, uno situado entre la 
transmembrana i y II ("loop" 1). y otro entn las 
trasnmembranas V y VI ("loop" 5). En levaduras, es- 
tos dos 'loops" p a w n  ser esendales para la adi- 
vidad de ScPmtl (Cinbach et aL, 2000). En el 'lo- 
op" 5 exkten residuos de aa muy consenrados, que 
parecen estar implicados en el ieconodmiento y10 
unión de las pmtefnas substrato, as1 como en la ac- 
tividad catalítica de transferencia de liganda Estu- 
dios de comparadón de las PMTs con otros organis- 
flbn 2. Rcpmmtaddn aquemáüca del modelo topoldgico propuesto pan POMTl por analouía con el modelo dc ScPmtl 
(Stralh-Bdsinwr and Schdnost. 1999). El domlnlo PMT está npreáentado en rojo. Los domlnlos MIR se indlcan en azul. Los aml- 
noáddos conseivados se Indican m grls. 
20 
mos muestran en el "loop" 5 de la ScPmtl unos 
dominios peptldicos muy consewados (Ginbach et 
al, 2000). 
En el  "loop" 5 de POMTl hay tm dominios de 
este tipo (Rg. 2). Son los llamados dominios MIR 
por encontrarse en manoslltramferasas, en recepto- 
res de lP3 o en receptom de danodina. Los reccp- 
t o m  IP3 y de rianodina piescntan cuatro dominios 
MIR. que se encuentran en el extemo N-terminal si- 
tuado hada la zona dtoplasmática. En el receptor 
de IP3. esta zona tiene afinidad por su ligando. 
aunque en el Rceptor de rianodina no se conoce 
este tipo de afinidad (Ponting. 2000). Estos domi- 
nios MIR tambien se encuentran en los factores de- 
rivados del estroma 2 (SDF2) y en proteínas pamci- 
das a estos factores (SDRO (Hamada et al., 1996; 
Fukuda et aL. 2001). Las SDF son pmtelnas solu- 
bles de RE., y las proteínas SDF2L se han localiza- 
do fomndo  parte de complejos multlpmteicos de 
chaperonas y enzimas de plegamiento en el  R.E. 
(Mcunier et al., 2002). Si la función de los dominios 
MIR de estas proteínas tiene a4go que ver con la de 
los dominios MIR de POMTl está por deteminar. 
Desde la caradebdón del gm M. se han ido 
donando más por su hornologia con Iss PME, 
como bs miembros de la uibfamilia PMT2 en humano 
(POMR), ratón (mPomQ) o mosca (dmPOMR) WUer 
et al. 2002). 
Los miembms de la subfamilia PMTI en levadura 
(ScPmtlp y ScPmt5p) actfian en pares formando 
hetemcomplejos con los miembros de la subfamilia 
PMT2 (ScPmt2 y ScPmt2). mientras que el  Cinico 
miembro de la subfamilia PMT4 (ScPmt4) actúa for- 
mando homodlmeros (Girrbach and Strahl. 2003). 
Tanto rt (dmPOM77) como POM77 pertenecen por 
homología a la subfamilia de las PMT4. Este tipo de 
asociación podría ocurrir tambien entre las POMT 
humanas. aunque en levaduras no parecen encon- 
trarse asodaciones entre miembros de PMT4 con 
PMT2 y en humanos no existen mas homólogos de 
PMTs que P O N I  y POMT2, ya que a partir de eu- 
cariotes superiores solo se encuentran homólogos 
de PMT2 y PMT4 (Cruces, datos sin publicar). 
En cuanto a la actividad emimatica, el grupo de 
la Dra. Sabine Strahl de Regensbuig Cl\krnania), con 
el que mantenlamos una colaboradbn, habla inten- 
tado sin éxito medir la actividad manoslltranferasa 
de POMT2. con variadones de los métodos utiliza- 
dos en levaduras. El multado negativo se pens6 
que era debido a que la experlmentadbn se nalizó 
in vitro, puesto que en levaduras. los experimentos 
con que se habla conxguido medir actMdad se ha- 
blan realizado in vivo CJViller et al, 2002). 
Hoy se sabe que POMTl y POhlT2 catalizan la 
transferenda de O-manw a Fesiduos de kr/rhr de 
pmtelnas a partir de dolicol-fosfato-manosa. El m 4  
todo desanollado por el grupo d d  Dr. Tamo Endo 
en c€lulas de mamlfem. empleando un detergente 
diferente al utilizado en levaduras, ha demostrado 
que es necesaria la coexpmión de POMTI y 
POMn pata conferir la máxima actividad manosil- 
transferasa (Manya et al.. 2004). Este grupo, utili- 
zando el mismo método en c€lulas de insecto. ha 
demostrado redentemente la actividad O-manosil- 
transferasa de las pmtelnas de D. melanogaster 
dmPOMTl y dmWhlT2. Del mismo modo que en 
humanos. se requiere la cooperación de ambas 
POMT para conferir la máxima actividad eruimática 
(ichimiya et al.. 2004). 
4. EL DlSTROCLlWO EN EL COMPLEJO 
G L I C O M I C O  DE DlSTROnllA 
El distroglicano íue aislado por primera vez como 
parte integrante del complejo glicopmteico de dis- 
tmfina ( D a  de membranas de mlixulo esquel€ti- 
co (E~asti  and Campbell, 1991). Este complejo esta 
compuesto por proteínas de membrana. dtosólicas 
y protelnas extracelulares. Los componentes más 
conocidos del DGC incluyen distmfina, sarcoglica- 
nos. distroglicano. distmbrevinas. sintmfinas. sar- 
cospan. cawolinad y NO sintasa (Flg. 3). La fundón 
exacta de todo el DGC no está deteminada por 
completo, pero se piensa que propordona fuena y 
mantiene la estabilidad estructural de la membrana 
de las celulas musculares durante la contracción y 
relajación. y que partidpa en mecanismos de trans- 
3. (Cohh 2ülB. Neum-brakorkrd. Complejo &aptcko de dktrolnr Componente htenmks y palfbkor. Ro- 
telnas ssodadK y pmtclnas de unión en el müscub espuclctlco. 
ducción de seflales (Wandra et al.. 2003; Lapidos 
et al., 2004). 
El dlstmglicano ocupa la parte cenhal del DGC ac- 
tuando como nexo de unión enbe los componentes 
de la mattiz exttadular y las proteínas del citoes- 
queleto. La pmteína proviene de un solo gen. y es 
procesada suñiendo un corte pmteolltico para dar lu- 
gar a dos subunidades: una periférica. o adistrogli- 
cano. y otra integral de membrana. o p-dktmglicano 
(lbraghimw-Bes kmmaya et al, 199a Se expiesa en 
todos los tejidos musculares y en multitud de tejidos 
no mwuhms. induyendo epitelios. sistema newio- 
so central y peiiférlco @ u h j  et al.. 1998. 
En el sarcolema. el &distmglicano se une lntra- 
celularmente a la distmfina. la cual se une a pmteí- 
nas del citoesqueleto. Extracelularmente se une al 
a-distmglicano. que a su vez se une a pmtelnas de 
la lamina basal en la matriz extracelular como lami- 
nina, neurexina. agrina y perlecano. El p-distmglica- 
no tambien se une al complejo de sarcoglicanos (a, 
p, y, 8, r). y a la caveolina-3 (Michele and Campbell, 
2003; Cohn. 2005). 
Se han identlkado muchas distrofias musculams 
causadas por mutaciones en diversos componentes 
del DGC. tanto pmteínas de la matriz extracelular, 
como del sarcolema, del citoesqueleto, del citosol e 
incluso pmteínas nucleares. La distrofia muscular 
de Duchenne o de B&r @MD. DMB) están causa- 
da por mutaciones en el  gen de la distrolina. Muta- 
ciones en los genes de los sarcoglicanos y en otms 
genes del citoesqueleto o el sarcolema. producen 
distrofias musculares de cintura (LGDM) de diversa 
severidad clínica. (Cohn and Campbell, 2000; Sdan- 
dra et aL, 2003). Otro grupo muy hetemgeneo de 
enfermedades reladonadas con el DGC son las dis- 
trofias musculares congénitas (CMD). que se mani- 
fiestan clínicamente desde el nacimiento y frecuen- 
temente conducen a la muerte durante la niflez. 
Están relacionadas con mutaciones en genes del 
sarcolema. como las integrlnas; de la matriz extra- 
celular, como el colágeno tipo Vi; o de la lámina ba- 
sal, como laminina 0.2. Otras formas mas graves de 
CMDs se han relacionado recientemene con anoma- 
lías en la glicosilación del distmgllcano (Muntoni et 
Estudio del p n  POMN y su Cmpllcacibn en anfarmedades neuromcixulans-. 
al., 2002; Nishino and Ozawa. 2002; Jimenez-Malle- 
brera et al, 2005). 
Existen modelos animales para cada uno de los 
componentes del DGC. Algunos de estos animales 
presentan mutadones que ocunen de manera natu- 
ra, y otros han sido generados por ingeniería gene- 
tica. Aunque ninguno nfleja totalmente las distro- 
Ras musculares humanas. son una herramienta muy 
valida para entender el  mecanismo de la enferme- 
dad e incluso para el desarmllo de terapias para 
distrofias musculares (Durbeej and Campbell. 
2002). 
5. O-MAWOSILACI~N Y ENFERMEDADES 
NNROMUXULARES: 
-DISTROGLICANO~T~AS~ 
En los Gltimos amos ha habido un 'boom" en la 
identiRcad6n de distintas enfermedades neummus- 
culare~ causadas por genes implicados en la OgUco- 
silación del a-distmglicano. Con la identiticación de 
determinadas enzimas gücosilttansferasas o posibles 
glicoslltransferasas se ha pmpuesto un nuevo mcca- 
nismo de desarmllo de distmñas musculam con& 
nitas con afectación neumnal Redentanente se han 
denominado mdistmglicanopatías", si bien el defecto 
no m e  en la pmteína del distmglkano como tal. 
sino en b glicosiladón de la misma Algunas de es- 
tas pmtelnas partidpan directamente m la forma- 
ción de las cadenas de los O-manosilglicanos del a- 
distmdicano Siaa2dGa @1-4NAcGI cI-2Man-Ser/ihr, 
que pamen estar implicados m la unión a ligando 
en celulas musaibres y en neuronas (Endo, 2004 
Haliloglu and Topaloglu. 20041 Muntoni and Voit, 
2004;Cdn,2m. 
Las enfermedades neuromuxulans. o CMDs que 
presentan malformadones cerebrales y oculares de 
diversa gravedad. son el síndrome de Walker-War- 
burg W S .  MiM 236610). la enfermedad de mGs- 
culo-ojo-cerebm (MEB. MIM 253280). y la CMD de 
Fukuyama (FCMD. MIM 253800). Otros dos tipos de 
CMDs de menor severidad. con o sin afectación 
neuronal. son la CMD de tipo 1C (MMIC. MIM 
60661 21, y la CMD de tipo 1 D (MDC1 D). Los genes 
responsables de estas enfermedades son POMT7, 
POMGni'i. fukutlna, FKRP y LARGE respectivamente, 
aunque por el  momento. Gnicamente POMTl y 
POMGnTl muestran actividad enzimdtica de glicosii- 
transkrasa. El resto son posibles glicosilhansfera- 
sas Umenez-Mallebrera et aL, 2005). 
Las menos graves son MDClC y MDCI D. que han 
sido descdtas redentemene como nuevos tipos de 
CMD con defideneia secundarla de merosina y defi- 
ciencia en la gllcosilacibn del a-distroglicano. 
MDCl D está causada por mutadones en el gen LAR - 
GE, y presenta en casos aislados ntraso mental y 
defectos lews de la migradón neuronal (longman 
et al., 2003). MDClC está causada por mutadones 
en el gen FKRP. y es también un tipo de CMü con 
dddencia secundaria de merosina sin apanntes 
malformaciones cerebrales (Bmd<ington et  ai.. 
2001a). aunque se han encontrado casos con muta- 
ciones que provocan dettas anomallas estructurales 
en el cenbm que permiten claslRcaria dentm de las 
CMD con afectación neumnal CTopaloglu et  ai.. 
2003). Una vadante alélica más leve de MDClC cau- 
sada también por mutadones en el gen FKRP, h e  
localizada en la misma mgión cmmosómica 
19q13.3: la distrofia muscular de dntura de tipo 21 
(LGMD21) (Bmddngton et al. 2001b). 
El grupo de CMDs con mayor afectación lo cons- 
tituyen FCMD, MEB y WWS. Las tres piesentan mal- 
formaciones cerebrales. aunque se manifiestan de 
forma más leve en FCMD y más grave en WWS. En- 
tre las malformadones se incluye el llamado -cob- 
blestone complex" o Iisenceíalla de tipo Ii. pmdud- 
da por defectos en la migración neumnal que dan 
lugar a un coitex desorganizado y de espesor varia- 
ble en los hemisferios cerebrales y el cerebelo. 
Otras carecterlsticas comunes induyen dllatadón de 
los ventrículos laterales. tallo cenbral plano e hipo- 
plasia cerebelar Uimenez-Mallebrera et al.. 2005; 
van Reeuwijk et aL. 2005a). 
La CMD de Fukuyama es la forma más suave de 
las tres. y se conoce desde hace tiempo. Es un tipo 
de CMD endemica de lapón que cuaa con CMD 
acompaiiada de retraso mental severo, anomalías 
cerebrales estnicturales y en algún caso oculares. 
La esperanza de vida es de 10 a 20 aRos. La fonna 
más común de esta CMD se produce por la inser- 
ción de un retrotransposón ancestral de 3 kb en la 
zona 3' no tradudda del gen de la túkutlna Noba- 
yashi et al.. 1998). Aunque no se ha demostrado 
aún su acüvidad enzimática. el hecho de que el a- 
distroglicano esté hipoglicosilado en padentes con 
FCMD aporta una prueba indirecta de que la fukuti- 
na partidpa m la glicosiladón del a-distmglicano 
(Hayashi et aL. 2001). 
La enfennedad de músculo-ojo-cerebro (MEB) y 
el síndrome de Walker-Warbuig también se conocen 
desde hace tiempo. Los individuos afectados con 
MEB presentan desde la Infancia CMD severa y pm- 
blemas visuales que induyen miopía. glaucoma e 
hipoplasia retlnal. Presentan retraso mental severo 
y anomallas cerebrales induida lkencefalia de tipo 
ii. La esperanza de vida en estos pacientes es de 
hasta 20 anos. Las características dínicas de WWS y 
MEB han inducido a e m r  a la hora del diagnóstico 
durante mucho tiempo y se pensaba que podrían 
ser alélicas. Se sabía que el gen causante de MEB 
estaba localizado en el  cromosoma lp32-34. aun- 
que la localización del gen mponsable de WWS no 
se conocía. U grupo del Dr. Lehesjoki analizó el ü- 
gamiento genético de varias familias (diagnostica- 
das clínicamente como MEB o WWS indistlntamen- 
te), con la zona 1p32-34. permitiendo establecer un 
diagnóstico genético para MEB (Connand et al., 
2001). Más tarde. el  grupo del Dr. Tamao Endo in- 
dentificó varias mutaciones en distintos pacientes 
con MEB. y el gen responsable resultó ser una di- 
cosiltransferasa que participa en la síntesis de O- 
manosilglicanos, POMGnT7 (Yoshida et al, 2001). 
Hoy se sabe que la mutación mas común entre es- 
tos enfennos afecta a un sitio de splidng en el ex6n 
17 del gen POMGnn (Diesen et al.. 2004). 
El síndrome de Walker-Warburg es el mas grave 
de los mencionados aquí en cuanto al fenotipo ce- 
rebral se refiere. ya que puede dlagnosticaise indu- 
so prenatalmente. Los individuos afectados presen- 
tan llsencefalia tipo ii con agenesia del cuerpo 
calloso. hidrocefalia. ausencia del septum y de la 
vennis cerebelar. agyria completa. fuslón de los ht 
misferlos cenbmles, dilatación del cuaito vcntrículo 
y en ocasiones encefalocele ocdpital Los padentes 
con WWS suelen morir durante los ptimeros meses 
de vida. llegando a alcanzar los 3 anos de edad en 
algún caso. 
h antes de que se identificase POMGnTi como 
causante de MEB. nuestro gtupo había propuesto a 
POMiY como causante de WWS. Sin embargo, ante 
la carenda de enfennos WWS en ese momento en 
Espana. se sugitió al grupo del Dr. Han Brunner e4 
analisis del lipmiento con la zona donde se locali- 
zaba POMn en familias WWS, de las que este gru- 
po poseía muestras, procedentes de un Consorcio 
Internacional. El Dr. Brunner analizó el Iipmlento 
con la zona donde se localizaba POM77, 9q34. en 
30 pacientes diagnosticados como WWS (Bekran- 
Valero de Bemabe et aL. 2002). Encontraron liga- 
miento en 5 de 15 familias analizadas e identifica- 
mn mutaciones de POMTl al menos en el 20% de 
los casos analizados. lo cual indicaba que esta en- 
fermedad debía ser muy hetemgénica. Adicional- 
mente, y por homologfa con POMT7. analizaron Ii- 
pmiento de la enfennedad con la zona donde se 
localizaba el gen POMR. 14q24, y secuendaron el 
gen en los individuos enfennos que no presentaban 
mutaciones en POMPl sin obtener éxito. 
En los últimos tres anos se han ido identificando 
casos adicionales de WWS que presentaban muta- 
ciones en otros genes (Rg.4). Mutaciones en homo- 
zigois 'nonsense" han sido halladas en el gen de la 
túkutlna en dos casos individuales de pacientes con 
síntomas típicos de WWS (Beltran-Valer0 de Berna- 
be et aL. 2003; Silan et a l ,  2003). 
Asimismo. se han encontrado mutaciones "mls - 
sense" en el gen FKRP en dos individuos con carac- 
terísticas típicas de WWS y MEB (Beltran-Valero de 
Bemabe et al., 2004). Los padentes ya habían sido 
incluidos en una revisión dínica de MEB y WWS rea- 
lizada por Connand et al. (2001). U paciente diag- 
nosticado con MEB no había mostrado lipmiento al 
locus de POMGn7Y ni presentaba mutaciones en es- 
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te gen. El paciente diagnosticado con WWS no ha- 
bla mostrado Ugamknto al locus de POMi7, aun- 
que sl al locus de POMGni7. pero no presentaba 
mutadones en POMCnn ni en POMT?. 
El haliazgo más redente en la identificación de 
nuevas mutaciones causantes de WWS implica por 
fín a POMR, puesto que hasta ahora no se hablan 
encontrado mutadones en este gen, a pesar de que 
POMTl parece mquerir la ayuda de POMT2 a la ho- 
ra de ejercer su actividad emimdtica. Se ha localiza- 
do homarigoúdad en el locus de POMR (14q24) 
en 6 de 17 familias consangulneas diagnosticadas 
con M, y se han encontrado mutadones en ho- 
mozigosis en el gen POMR en tres de ellas (van 
Reeuwijk el aL, 2005b). 
Hasta el momento. hay cuatm genes causantes de 
WWS, que entre todos los casos Identificados no re 
presentan más de un tenlo de los casos totales estu- 
diados. Esto sugiere que hay muchos otms genes im- 
plicados en el desarrollo de esta enfennedad que 
aún no se han identificado. y que podrían estar im- 
plicados en la gllcodladón del a -d i i i cano .  Entre 
ellos, podrían encontrarse los genes de la CBlactosil 
ttansferasa o la Sialil transferasa encargadas de aiia- 
dir residuos de galactosa o ácido sidlico en los O-ma- 
nosilglkcanos (SiacrZ-3Calf)l*cl-2Man-SerFd 
del a-distmgllcano (van Reeuwijk et al.. 200%). 
Estos datos, sumados al hecho ck que un mismo 
gen m) sea responsable de un ampUo rango de 
-distmgllcanopatíaC, que comprende desde las for- 
mas más leves hasta las más gmves (LCMD2I. 
MDClC, MEB o WWS) (Flg. 4). han hecho pensar a 
varios autores en la posibilidad de que aunque to- 
das estas enkmedades se han ido definiendo co- 
rno entidades dlnicas individuales. puedan repre 
sentar una misma entldad con un especho variable 
de fenotipos, que venga determinado por la muta- 
cMn específica en cada uno de los genes aíectados 
(Cohn, 2005; Jimenez-Mallebrera et al., 2005; van 
Reeuwijk et aL, 2005b). 
Por último, cabe destacar aquí todo el trabajo re 
alizado en tomo al distmglicano fuera del ambito 
de las enfermedades neummuxulares. Durame mu- 
cho tiempo el i n t ee  del distmglicano ha estado li- 
mitado a su estudio en el mGxulo esquel6tico y su 
relación con distrofias musculares. El distmglicano 
está distribuldo por una gran variedad de tejidos 
entre la célula y la membrana basa1 de la matriz ex- 
ttacelular, juega un impotiante papel en la madura- 
ción de elementos postsinapticos en el sistema ner- 
vioso periférico. en el reconocimiento de ciertos 
arenavirus patógenos que infectan c6iulas huma- 
nas. en la organización del citoesqueleto y de las 
membranas basales. y en la polarización celular y el 
crecimiento en células epiteliales. Finalmente. tam- 
bien se le ha relacionado con cáncer en humanos. 
donde el i n c o m o  pracesamknto del distmglicano 
podtía ejener un papel en el desarmllo de cáncer 
epitelial al alterarse las interacciones entre las 
membranas basales y las células del citoesqueleto. 
lo que fawmcetía el desamllo de tumores y la in- 
vasividad. Todos esos trabajos han sido revisados 
por Sgambato and Brancacdo (2005). Esta implica- 
dbn en cáncer no parece deberse a un defccto de 
glicosiladón del distroglicano, sino a la falta de ex- 
presión de este en la membrana. Podrla darse un 
nuevo enfoque al estudio de las proteínas que mo- 
difican al distmglicano en este campo. ya que al fln 
y al cabo. d efecto de una pérdida de conexión con 
la matriz extmalular sería el mismo. 
En el presente trabajo, hemos identificado nue 
vas proteínas que pancen interacdonar con POMTI 
y con POMTZ, que podrían partidpar en el plega- 
miento o ser nuevas dianas de manosilación de 
POMTs. y que pmponemos como nuevos candida- 
tos para la búsqueda de mutadones en enknnos 
con "distmglicanopatlas". 
Con la caracterizadbn del gen Pomn en el ratón, 
hemos visto que su ocpresión durante el desarmllo 
embrionario está prindpalmente localizada en las 
zonas más afectadas en padentes con WWS. 
La ~ ~ 6 n  de Pomtl junto con Pon@ en tejidos 
adultos como el m W o  esquelético, d corazón y el 
testkulo Meizan la hipótesis de que ambas pmteí- 
nas actúan conjuntamente. Más aún, la localkadón 
de Pomtl en el acmsoma de las células gcnninales 
maxulkas m %e de rnadutacibn sugkre una posi- 
ble impUcad6n de Pomtl y Pomo en feitilhdbn. 
La intemipdón alelica de Pomn en el ratón ha 
resultado ser letal durante la embriogénesls debido 
a defectos en el ensamblaje de la membrana de 
Reicheh Dado que esta membrana es cspcdRca de 
roedores. es probable que todos los modelos knoc - 
kout de las pmtelnas implicadas en la glicoslhción 
del dlstroglicano multen igualmente letales. Con la 
intendón de evitar esta bamra de IetaUdad hemos 
generado ratones quimera utilizando células ES mu- 
tadas en ambos alelos, aunque por el momento no 
hemos conseguido quimeras que muestmn un kno- 
tipo notable. Paralelamente, estamos generando un 
ratón knockout condidonal que nos pennita elimi- 
nar el gen Pomn en difenntes tejidos. 
Nu e st  iothajo demuestra que los O-manosilgti- 
canos no solo están implicados en el desamilo de 
enfemedades neuromusculas, sino en procesos 
cftlcos para el conecto desamllo embrionario. co- 
mo la ionnad6n de membranas basales tempranas. 
En el adulto. a parte de mantener la integridad es- 
tructutal en las membranas de las c6lula.s muscula- 
res. pmbabkmente estén implicados en krtiliza- 
don. El rat6n condicional de Pomn en testlculo 
nos pm p o donará informaddn adidonal del papel 
que juegan los O-manosilglicanos o más &c tb  
mente Pomtl en fertilidad. 
OBJETIVOS 
Desde hace años. nuestro grupo esta interesado en el estudio del la Proteína O-manosil t r a n s k r a ~  1 
(POMTI) y su posible implicación en patologías neuromusculares. Aunque se han realizado algunos ensa- 
yos con POMTI humano. el objetivo principal de esta tesis se ha centrado en el estudio de Pomtl en el ra- 
tón, así como en la obtención de animales knockout de Pomtl. que permitan estudiar su función. Los ob- 
jetivos concretos de esta tesis han sido los siguientes: 
1. ESTUDiOS DE INTERACC~~N PROTE~NA-PROTE~NA MEDIANTE EL SISTEMA DE DOBLE 
H¡BRIW EN LEVADURAS 
- Determinar si las proteínas que interaccionan con POMTI lo hacen con POMT2. 
- Determinar si POMTl forma horno o heterocomplejos con POMTZ, o lnteracciona con el a-distrogli- 
cano. proteína diana de manosilación. 
2. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN DE POMTl EN EL M T ~ N  
- Establecer el patrón de expresión del RNA de Pomn durante el desarrollo embrionario y en el adulto. 
- Determinar mediante inmunodetección los tejidos donde se expresa la pmteína Pomtl y su localiza- 
ción en los mismos. 
3. GENERACI~N DEL RAT~N KNOCKOUT PARA EL GEN Pomtl 
- Obtención de ratones homozigotos para la interrupción del gen Pomn mediante recombinación h o  
móloga en células ES. que permitan estudiar cómo afecta el déficit de O-manosilación en el ratón. 
4. GENERACIÓN DE RATONES QUIMERA BASADOS EN EL USO DE C~LULAS ES-'." 
- Obtención de ratones quimera a partir de células E S m d f  mediante recombinación homóloga en cé- 
lulas ESPoM*; 
- Estudios del fenotipo de las distintas quimeras. 
- Determinación del grado de quimerismo y estudios que indiquen cómo afecta la ausencia de Pomtl 
en los principales tejidos. dependiendo del porcentaje de células ES&"+ que hayan contribuido al 
desarrollo de los mismos. 
5. GENERACI~N DE UN RATÓN KNOCKOUT CONDICIONAL PARA EL GEN PomM MEDIANTE EL 
SISTEMA CRE-LOX-P 
- Obtención de un ratón hornozigoto Pomrí~~pflMp que permita la interrupción gknica de Pomn, utili- 
zando ratones transgénicos que expresen CRE bajo el control de un promotor inducible o específico 
de tejido. 
MATERIALES y M ~ T O D O S  
Todos los reactivos empleados en la preparación de 
las distintas soluciones y tampones han sido de 
grado analítico o de grado apto para su uso en bio- 
logía molecular. La composición de dichas solucio- 
nes o tampones se indica a lo largo del texto. 
Las tecnicas básicas de biología molewlar, como 
el donaje de genes heterólogos y transfotmación en 
bacterias. electmforesis de 6cidos nudeicos, así co- 
mo las tecnicas de transferencia y detección de 6d- 
dos nudeicos (Southem Blot o Northem 6/00 se 
realizaron según los protocolos que describen Sa m 
brook y Russell Q001). 
1. CEPAS BACTERlANAS 
Para todos los clonajes de genes heterólogos en 
bacterias. se utilizó la cepa DH5-a de la especie 
de E. coli. 
D H k  supE44. AlaN169 (<p801aaM15). 
hsdRI 7. recAl . endAl, 8yrA96. thkl. relAl. 
2. CEPAS DE LEVADURA 
Para los ensayos de doble híbrido se utilizó una ce- 
pa de S. cerevisiae del kit MATCHMKER Two- 
Hybrid System 3 (Clontech Laboratories) 
p169U. niV\Ta.t1pl-90l,leu2-3, 112, ura3-52. 
his.3-200, galrlD, gal80D. LYS2::GALlw-GALI TATA- 
HIS3, GAUUAS4AUTATA-ADQ 
3. L~NW CELULARES Y CEPAS DE R A T ~ N  
El ratón que se ha usado en la generación de ani- 
males modificados geneticamente pertenece a la es- 
pecie M. musculus. Todos los ratones fueron trata- 
dos de acuerdo con las nonas  y criterios que 
establece el Real Decreto 22311988 de 14 mano 
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación. 
BOE 18 mano 1988, nGm. 67 [phg. 85093. 
3.1. Lfneas celulares embrionarias 
pluripotentes de ratón 
E14.1: derivadas de la cepa 129P2/Ola, color chin- 
chilla con ojos rosas (Hooper et al., 1987). 
3.2. Cepas de rat6n 
Los ratones con los que hemos trabajado provienen 
de la cepa BALBIc y 129P2101a. 
4. VECTORES DE CLONAJE 
4.1. Vectores de expresión en levadura 
Los vedora ut i l idos para generar const~m'ona 
para el ensayo de doble híbrido en levadura, así co- 
mo los vectora control provienen del kit MATCHMA - 
KER Two-Hybnd System 3 (tlontech Laboratories). 
pGBKn. Gal4-BD (TRP) (Kanr) 
pGAüi7. Gal4-AD (LEU) (Ampr) 
m. Gal4AD (LEU) (Amp') 
pGBKn-p53 + pGAüV-A@. (Control positivo de 
interacción) 
pGBim-hm (lunhi 9 + wi-AgX (Control 
negativo de interacdbn) 
4.2. Vectores utilizados en la  generación de 
ratones modificados geneticamente. 
pPNT. Vector utilizado para la construcción del ratón 
knockout. las quimeras ESMJ-, y el ratón knoc - 
kout condicional (Tybulewia et aL. 1991). 
pSUO1. Vector utilizado para subclonaje de 
fragmentos para la construcción final del knockout 
condicional (invitrogen). 
pBABE-puro. Vector utilizado en la generación de 
quimeras ESP0mn-l-. Contiene el gen de resistencia a 
puromicina @uro) bajo el control del promotor de 
SV40 (Morgenstem and Land, 1990). 
MATERIALES Y M t T O D O S  
Los oligonude6tidos utilizados en este trabajo íuemn disehados con la ayuda del programa informática 
Oligo 68  ( M a m .  y fueron sintetizados por lsogen o lnvitmgen indistintamente. 
5.1. OUgonucleóüdos utilizados en los clonajes de ensayos en l d u n  
Las dianas de restrlcdón aparecen subrayadas. 
5.1.1. Cobdoms pan conrbucdonrc en el v e r  pGBKii o p W i i  
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52.  OUgonucle6üdos utiUndos en la genendbn de animalts modlador genéüumenta y 
en el genotlpado de ntones 
Los cebadom utilizados en los distintos donajes y para el rastno de dones recombinantes se han desig- 
nado con letras y númems respectivamente. Las dianas de restdcdón aparecen subrayadas y los elementos 
loxP en cualva. 
1 : m3'b-(Um3 (D) 
2: 126Nao0) 
3: mPr-Ponitl 0)) 
4: mllc-Pomtl (4) 
5: 125 Neo b KJ) 
6: Pum 2 @) 
7: WOC 0) 
8: m16 0 
9: m6 0)) 
6. SONDAS UTlLlUDAS EN HIBRIDAU~N DE 
AClDOS NUCLEICOS TRANSFERIDOS A 
MEMBRAüA (Uorthern Blot Y Swfhern 
BloQ, E H ~ B R ~ D K ~ ~ N  In situ 
6.1. Sondas de CONA pan Nordhem Blot e 
hibddrdbn In sh. 
Pomn (449-1 193 pb). Fragmento que contiene del 
ex6n 5 al 11 de Pomn de ratán. 
Puma (659-1727 pb). Fragmento que contiene 
del ex6n 5 al ex6n 15 de Poma de ratón. 
POMn (1398-2184 pb). Fragmento que contie- 
ne del ex6n 12 al ex6n 19 de POMTI humano. 
Sondas Hntldo y intbrntldo de Pomn (2051- 
2610 pb). Contienen del ex6n 19 hasta parte de la 
secuencia 3' no codificante de Pomn de rat6n. UH- 
liadas en hibddadbn In sltu 
62.  Sondas de DNA genbmico para 
Southern BIot 
Sondi KO. Fragmento de 385 pb del intr6n 9 de 
Pomn. Utilizada para rastreo de clones recombi- 
nantes en la generación del knockout de Pomn y 
en la generación de quimeras ES&&+. 
Sonda ES. Fragmento de 572 pb que contiene 
parte del promotor de Pomn hasta el intr6n 1. Uti- 
lizada para deteminar el grado de quimerismo en 
tejidos de ratones quimera ES-+. 
Son& a. Fragmento de 223 pb desde el intr6n 3 
al intr6n 4 de Pomti. 
Sondi b. Fragmento de 355 pb desde el intrón 
14 al intrón 15 de Pomtl. Utilizadas ambas pata el 
rastno de clones ncombinantes en el knockout 
condidonal. 
Antl-POMTI (SP26). Anticuerpo producido en co- 
nejo, usando un péptido sintético conjugado a 
KLH (Keyhole llmpet hemocyanln), conespondien- 
te a los aminodcidos 510524 (VEEHRKASQEQ 
RER) de POMTI. Utilizado en inmunotransfelencia 
(Westem Blot. WB) (1:1000 e inmunoluoiescen- 
cia OF) (1:25) @reducido y purificado por la casa 
comedal Euagentec). 
AnWOMT2. Usado en iF (1:25). Cedido amable- 
mente por la Dra. Sabine Strahl. 
A d d w d m  Pmduddo en conejo y utilizado 
en IF (1:200) (Stressgen). 
ki(llnklu. Pmduddo en conejo y utilizado en 
IF (1:200) (SIGMS). 
-4- 0. Anticueipo mono- 
clonal de ratán que nacciona contra residuos glico- 
sldicos del a-distmglicano WB (1:l.m) e iF  
(1 :100) (Upstate Biotedinologies). 
@-M) (43DM118D5). Anti- 
cuerpo monoclonal de ratón usado en iF (1:15 o 
1:25) Wctor Laboratoties). 
m3 Produddo en conejo 
y usado en IF (1:50). Cedido amablemente por el Dr. 
Kevin Campbell tbiversldad de iowa. US4). 
M*-- (iIHb). Anticuerpo monodo- 
nal de ratón que nacdona contra nsiduos glicosí- 
dicos del a-dlstmglicano. Usado en IF (1:200). Ce- 
dido amabiemente por el Dr. Kevin CampbelL 
k i t i - @ & ~ r c o p l d o i p w d & s a . P m d u -  
cido en cabra y utilizado en WB (1:10.000) Nordic). 
M-lgú & raki Kapldo 8 bbüna Pmduddo 
en caballo y utilizado en IF (1:200) Wctor Labora- 
tories). 
M-lgú & caujo raoplrdo 8 blaün8. hoduddo 
en cabra y utilizado en IF (1:200) (Vector Laborato- 
ries). 
A k a 4 6 .  Antl-igG de conejo produddo en ca- 
bra y acoplado a un fluorocmmo. Utilizado en iF 
(1:500) (Mokailar Pmbes). 
ALar-594. Anti-lgG de ratón produddo m cabra 
y acoplado a un Ruoromma Utilizado en IF (1:500) 
(Moleailar Pmbes). 
Los fragmentos a donar fuemn amplificados por 
PCR, usando cebadom diseííados con dianas de 
restricción. Cada amplilcadán se Uevá a cabo con 
50-100 ng de DNA, en un volumen Rnal de 25 pl 
conteniendo 15 mM M@&, 200 pM dNTPs, OJ. mM 
de cada cebado6 y 0.625 U de Taq DNA polimerasa 
termoestable (Ecogen). en un termocidador PTC- 
100 (Peltler Thermal Cyclcr M. J. Research). siguien- 
do VariadoneS del programa: 1 ddo de 5 min. 940 
C; 30 ciclos de (1 min. Wo C, 1 min. 500 C - 6Fi0 C, 
1 min. 72O C; 1 ddo de 5 min. 72O C). Las ténicas 
de clonaje y transfomadón en E. col1 íueron lleva- 
das a cabo siguiendo los pmtocolos de Sambrook y 
Russell (2001). Los plásmidos clonados fueron pud- 
Rcados con el kit Wlzard Plus SV Mlnipnps D M  pu - 
rlficatlon system (Romega). Los DNA donados se 
seaiendaron en un secuendador automático ABI 
Prism 377 (PerWn Eimer) (Sanger et al.. 1977). 
9. DOBLE HIBRIDO DIRIGIDO EN LEVADURAS duddo en conejo que reacciona contra la zona pro- 
teica del a-distmglicano. Usado en iF (1:15). Cedi- Los ensayos de doble hlbrido se Uevamn a cabo utili- 
do amablemente por el Dr. Kevin Campbell. zando componentes del Wt MATCHMAUER TimHybdd 
System 3 (Clontech). El ensayo se bas6 en el método 
7.2. Anticuerpor secundarlos anteriormente descrito (Fiekls and Song, 1989; Chien 
M - l g C  do concijo acopldo 8 prraxidur. Produci- et al, 1991; Bartel and Fields. 1995) en el que un 
do en cabra y utilizado en WB (1:10.000) (Nordic). gen "cebo" se expiesa como pmteina de fusión con el 
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dominio de unión a DNA (-binding domainl) del fac- 9.12. Qulmenr CAU-AD m d vrctar pCADn o 
tor de tranxiipddn GM4 (GALABD), mientras otro pACR: podblrr praiinu da intamdón 
gen se expnsa como pmteína de íusidn con el domi- 9.12.1. Piásmidos utilizados en ensayos de 
nio de acbhrad6n ('acüvating domainl) de CAL4 homo y hetemdimerizacidn (W4-AD). Cuando interaccionan ambas protefnas, 
la dominios BD y AD se aproximan pan a & a r  la ex- pCADii que contiene las secuencias de cDNA indi- 
presión de los gene Feportea H I Z ~  y ADD (Rg. 5). cadas en el apartado 9.1.1. 
9.1.22. Plásmidos utilizados en los ensayos de 
interacci6n entre POMTI y distroglicano 
Fragmentos amplificados con los cebadores del 
apartado 5.12. 
-Ti @ys AB): contiene la secuencia de cDNA 
de las subunidades a y fl del distrogliwno 
pGADTi @ys 9): contiene la secuencia de cDNA 
del a-distrogllwno 
Figun5. ~ ~ s k € e m a d e d o b i e h l b i l d o m k v a -  
dun. Las kvrduns donde se Rllia ei cnslyo poseen getm 
reportems W, HIS)  baja el control dc( pmotor  de W 4 .  
La lntmcddn de las proteínas liDlwdas r los dominios de 
u n l d n o ~ d e G 4 L 4 M t l v a ñ b s g e n u n p o c t c r o s .  
9.1. Construcciones uülizadrr en los ensayos 
de dobla hlbddo dldgido 
Los fragmentos de PCR usados en estos donajes se 
ampliíicamn utiuzando como molde el cDNA proce- 
dente de la retmtransuipdón (RT) de una llnea de 
iinfobbstos inmortalizados humanos CM181 (Coriell 
Cell Rep&od&, y están donados en pauta con el 
dominio úal4-BD y Gal4-AD respec t imte .  Los do- 
najes se realizaron como se indka en el apattado 8. 
Fragmentos amplificados con los cebadores del 
apartado 5.1.1. 
pGBKT7 (loopl-POMTI): contiene la secuencia 
del 'loop" 1 de POMPl 
pGBKii (loop5-POMT1): contiene la secuencia 
del 'loop" 5 de POMPT 
pGBKi7 (loopl-POMT2): contiene la secuencia 
del 'loop" 1 de POMR 
pGBKli (loop5-POMT2): contiene la secuencia 
del 'loop" 5 de POMR 
pCADii (Dys A N-t): contiene la secuencia de 
cDNA del extremo N-terminal del a-dlsffoglkano 
pGADn (Dys A mucina): contiene la secuencia 
de cDNA de la zona tipo mucina del a-disirogliwno 
pwu>li (Dys A C-t): contiene la secuencia de 
cDNA del extremo C-terminal del a-distrogücano 
PGADii @ys B): contiene la secuencia de EDNA 
del p-distrogüwno 
9.1.2.3. Piásmidos procedentes de una genoteca 
de músculo esqueietico utilizados en 
ensayos de interacción con POMTI y 
POMTZ 
Plásmidos rexatados de una genoteca de cDNA de 
mBxulo esquelético (Clontech). 
pXiZ-p38iP: contiene parte del cDNA de p381P 
(aa 483-733). (i33 aa) 
pAm-CRYAB: contiene parte del cDNA de CRYAB 
(aa 37-175). (175 aa) 
m-11: contiene parte del cDNA de 
COXíl (aa 86-276). (276 aa) 
m H S J 2 :  contiene parte del cDNA de HSP 
(aa 40-241). (241 aa) 
pN32-m contiene parte del cDNA de Hsp40 
(aa 59-348). (348 aa) 
~ - c e n m M a s m  contiene parte del cDNA de 
cera mida^ (aa 568-7611. (761 aa) 
MATERIALES Y MÉTODOS 
El cmlmknto se l lw6 a cabo a 30° C, en medio SD 
(467% YNB (SIGM4). 2% glucosa pH 5.5) suplemen- 
tado con una muda DO 'drop-ouftlontech) y los 
aminoáddos quet idos en cada caso: adenina, hls- 
tidina, Ieudna, o tdptófano (100 mg/ml) QIGMA). 
Las consttucdones obtenidas en E. wli con la se- 
cuencia y pauta de kctuni comctas. así como los 
pldsmidos escatados de h genoteca de músculo es- 
quelético, fueron transformados en álulas compe- 
tentes de la cepa P B 2 A  (aontech) según el método 
descrito anteriormente ( G k  and Wwds 200% M- 
tituyendo el Adi por SO,&. Se realizó una ttansfor- 
madón xa iendal  transformando primem las quhnc 
ras Gal4-BD 'W. sekcdonando en medk SD/DO 
Tip, y después co-tranñonnando con hs qulmeras 
Ga &AD y xkcdonando en medio SDPO Trp h. 
Las lwaduras cotransfonnadas cnderon durante 
dos días, y fueron muspendidas en agua para con- 
seguir h misma densidad óptica de 0.4 a una Ion@- 
tud de onda de 660 nm. Un inóculo de 5 pl de cada 
cottansfomadón se gote6 a placas con medios de 
selección SD/DO His; SD/DO Ade 2,5 mM 3-amino- 
triazol 0-AT). y SDPO Ade- Hio para determinar la 
activación de la transcripción de los dos genes n- 
porteros ADD e HIS. 
10. OBTENU~N DE DNA GEN~MICO 
Los DNAs de dones de células ES se obtuviemn 
mediante los protocolos anteriormente descritos 
por (Raminz-Solis et al.. 1993; Wust and loyner. 
1993). Los DNAs de embriones, tejido de ratón 
adulto o cola de ratón se obtuviemn mediante lisis 
con 0.5 mghnl de pmteinasa K en una soludón con 
50 mM Tris-HCI pH 8.0. 100 mM EDTA pH 8.0. 100 
mM NaCl y 1% SDS O/N a 5 5 O  C. y posterior extrac- 
ción con fenoi/domforrno (1:l). 
Para generar el cDNA completo de Pomn se l lwó  a 
cabo una ampliRcad6n rápida de extnmos de cDNA 
mediante PCR (RACE-PCR), utilizando como molde 
una genoteca de CONA de embriones de 17 días 
.(Clonthech). Para la localización cmmosómica se 
utk6 un polimodismo HpM en el exdn 20 entn Mus 
musculus y Mus spmtus en los paneles de entncru- 
zamiento del instituto bckson y EUCIB. 
12.1. Hlbrtdidbn de RNAs bmshild06 a 
membnnas (Noríhm Bid) 
Para naUzar la hibridadón, se generamn sondas de 
cDNA marcadas con 50 fl de [a-i2P] MTP. utilizan- 
do el kit Rediprimerni 11 Random Prime Lebcling 
System Qheaham Bioxiences) siguiendo las indi- 
cadones del fabricante. Las membranas que conte 
nfan RNA de tejidos humanos y de ratón (OdGene 
Technologies. RodorlUe, MD). y RNA total de embdo- 
nes de ratón en distintos tiempos de dcsamllo (Se 
egene, Del Mar. CA) fueron hibridadas en solución 
de hibridadón PerfectHybm Plus HYBRlDdZATlON 
BUFFER (SiGMA), según el pmtocolo descdto por 
Sambmok y Russell 0001). La nonnalizadón se Ik- 
v6 a cabo usando sondas de cDNA de &adina hu- 
mana y UPDH de pollo manadas con [aAzP] dCTP 
como se ha descdto pnviamente en este apartado. 
12.2. Pmpandbn de embrtones y tejldos de 
nt6n pan hibddadbn In siar y 
aniUsis hlrtoldglco 
Todas las soluciones utilizadas para la hibridación 
in situ contienen 0.1% DEPC Para obtener embrio- 
nes en distintos estadios del desamllo. se extraje- 
mn en PBS los úteros de hembras en varios esta- 
dios de gestación. Los embriones se Rjamn en 4% 
parafonnaldehido @FA) en PBS O/N a 4O C pata na- 
lizar la hibridación in tota Asimismo. embriones o 
tejidos adultos de ratón extraldos y fijados en PFA 
fueron embebidos en parafina o tratados con 15% 
sacamsa/PBS y embebidos en una solución de 15% 
sacamsalpk gelatina en PBS. Después se congela- 
ron en isopentano a -800 C. Los tejidos congeiados 
fueron sudonados (10 pM) a -25O C en un criosta- 
to Crlocut 7900 (leyca Miuosystems). Los tejidos 
embebidos m parafina fueron seccionados en cor- 
tes de 7pM. La hibridación fn situ se llevó a cabo 
de manera similar para embriones In toto o criosec- 
ciones (Nagy et al, 2003). Se genemron sondas de 
RNA sentido y anti-sentido de Pomn con el klt de 
marcaje digvxlgenln RNA labelfng klt (Roche Diag- 
nostia). Los embriones tenidos fueron btogrsfla- 
dos. embebidos en gelatina. congelados y d o n a -  
dos (35 @), y las secciones se montaron en 
Mowlol (Molecular hobes). El análisis histológico 
de inmunodetecdón se describe más adelante, en 
el apartado 13. 
123. ihnsfenndr de DNA genbmlco 8 
membranas e hibridadbn con sondas 
de DNA & w m  BloU 
La transferencia se llevó a cabo siguiendo el méto- 
do descrito por Sambmok y Russell(2001). transfi- 
riendo 15 de DNA genómico digerido con 40 U 
de la enzima de restricción conespondiente, a mem- 
branas de nylon Zeta P m M  Genomlc Tested Blot - 
tlng Membmnes (BIORAD). Las sondas de DNA ge 
nómico fueron marcadas con [aAZP] dCTP como se 
describe en el apartado 11 .l. La hibridadón se Ile- 
vó a cabo como se describe en el apartado 11.1. 
Todas las soludones utilizadas contienen una mez- 
cla de inhibldores de proteasas (0.1 mM PMSF. 10 
&ni antipalna, 0.5 &ml ieupeptina, 1 pg/ml peps- 
tatina. 2 &nl aprotinina, y un cocktail de antipmte- 
asas (Roche Diagnostia). Los pdndpales tejidos de 
ratón se extrajeron y fueron congelados inmediata- 
mente en Nao. Cada tejido se u% para obtener ex- 
tractos pmteicos totales y de membrana. Los tejidos 
se Iisaron con ayuda de un poUtnSn a 4O C. 
13.1. Extncdbn total de pmtelnas de tejido 
La homogenlzadón de los tejidos se nalizó en tam- 
pón de lisis 0 0  mM Tris-HU pH B.O. 100mM NaCL 
1% Tirtón X-100,O.l% SDS). Tras 15 min. a 4O C, se 
centrifugó el lisado a 13.000 rpm 15 min. a 4O C y 
se descartó el  precipitado. Se Uevó a cabo una d e  
tenninadón de la cantidad de protelnas slguiendo 
el metodo de Bradbrd (Bradford. 1976). 
13.2. Extncdbn de protetnas de membranas 
de tejido 
Los tejidos se hornogenizaron en soludón TMI 60 
mM Tris-Hü. pH 75,0,3 mM MgClJ. El Usado se an- 
trMig6 a 5.000 ipm 1 0  mln. a 4O C. y d sokcnadan- 
te se someti6 a ultracentrifugadón en un mtor TIA- 
100 a 20.000 rpms 40 min. a 4@ C. tras lo cual se 
lavó el pncipitado en soludón TM2 6OmM TrlsHü 
pH 75,501nM m. 250 mM Naa) y se rrwpen- 
di6 en sdudán T M2 con 15% glicerol Se determinó 
la cantidad de pmtdnas como en el apartado 13.1. 
133. Inmunotnnsferendi de prdafnrs 8 
membnnas e inmunodctacd6n con 
rnticuerpos (Wcstam 614 
Para realizar este ensayo, extractos proteicos totales 
0 0  Irg) o de membrana (40 Irg) fueron sometidos a 
electiobmis en geles de poiiacdlarnida (6% 8% o 
lo%), en piescnda de SDS (Laemmli, 1 9 7 4  tras lo 
cual se reaUZ6 una inmunotransfennda (rowbin et 
al. 1 9 7 9  a membranas de WDF (Immobllon PSQ 
0,45 pm membrana Mll ipod. La inmunodetecdón 
se llevó a cabo tras un bloqueo de 1 h. a RT en 5% 
leche desnatada en polvo o en 3% BSA (SIGW en 
TBS-T, seguido de incubadón con los anticuerpos 
primarios (1 h. a RT-O/N a 4O C) en soluci6n de No- 
queo. La detección se basó en el uso de anticuerpos 
secundarios acoplados a pemxidasa (1 h. a RT), y 
para el revelado se utilizó el kit EU Weisham 
Biosdences). ai t e cada incubadón se lavaron las 
membranas 3 veces durante 10 min. con TBS-T. 
MATERIALES Y METODOS 
14. INMUNOFWORESCEWM INDIRECTA EN 
EMBRIONES Y TEJIDO DE RAMN -m ?dFw r. 
- . n d l i l E l  
La inmunodetecdón mediante fluorescencia se llevó 
a cabo en d o n e s  embebidas en parafina (7 prn) 
Conhndand8mMian 
o congehdas (10 prn) de embdones en distintos M* 
tiempos de desarmllo. o bien en cdosecdones de 
tejidos de mt6n adulto obtenidas como se describe ztzE="""" 
en el apartado 112. Los ensayos se reaiizann si- -e. 
-r 
guiendo las instnicdones d d  kit M.O.M. Mouse on 
Mouse lmmunodetecüon (Vector Laboratodes). Las 
secdones se Incubamn con antianrpos primarios en 
soludón M.O.MJPBS (30 min.-1 h. a RT). tras lo cual 
siguiemn incubadones de 15 min. con anticuerpos 
secundarios contra IgGs de ratón o conejo. acopla- 
dos directamente a fluomcmmos o a blotina. La d e  
tecdón de estos últimos se Uevó a cabo con estrep- 
tavidina acoplada a fluorocmmos (Molecular 
Pmbes). Entecada incubadón se hicieron tres lava- 
dos de 5 min. con PBS-T. Las secdones se montaron 
en Mowiol (Molecular Proba) y se vlswlizamn en 
un microxopio de fluorescenda Nikon, o en un mi- 
cmscopio w n h l  (Leica M crosystems). 
15. GENERKY~N DEL RAT~N KNOCKOUT 
F M A  EL GEN PomH 
tio Xhol de pPNT. El brazo corto lo constituyó un 
fragmento Kpnl-Xbal de 2 J kb (región intergénica 
5' de Pomnintr6n 1). generado mediante PCR a 
partir de DNA genómico de ratón 129/SvJ con los 
cebadotes a y b (apartado 53.). Este ñegmento fue 
clonado en los sitios Kpnl y Xbai, entre los genes 
de selecdón neo y hsv tk, y en dirección opuesta. 
En la constnicdón pKO-Neo. el gen neo sustituye al 
ex6n 2. que contiene d ATG inkiador y zonas de los 
La generación del rat6iknockout para el gen Pomn intmnes Ranqueantes. 
se basó en d metodo antedomente descrito (Capec- 
chl. 19890.1 9 8 9  en el que se intemimpe el gen de 
interés mediante recornbinaddn homóloga en céluhs 
ES de mt6n utilizando un método de selección posi- 
tiva y negativa. Ui esquema del proceso & obten- 
dón de un ratón knuckout se muestra en la Rgum 6. 
15.1. Genend6n del vector de Intemipdón 
gCnia de PomH, pKO-Neo. 
Una secuencia genámica de Pomn de 15 kb Ontrón 
2-exón 20) se aisló de una genoteca genómica de 
ratón 1291SvJ (Mobi-Tec, Gllttingen. Alemania), utili- 
zando como sonda el cDNA de Pomn. Para generar 
la constnicción, se usó el vector pPNT. El brazo lar- 
go de recombinación lo constituyó un hagmento 
Xhol de 4.5 kb Qntrón 2-intrón 9) clonado en el si- 
DMEM glutamax (GIBCO BRL). 15% FBS (GIBCO 
BRL). 5 0  (iM p-mercaptoetanol. aminoácidos no 
esenciales (Invitrogen). 5 0  pgiml Penidlinw50 
p&l Estreptomidna. Pefltrep (GIBCO BRL). 1000 
U/ml LiF ESGRO (Chemicon). Las células se incuba- 
mn a 3 7  C, 5% C& y 95% humedad en un incuba- 
dor de c€lulas. 
153.2. Obtendbn de d l u l u  nubkntes de ES 
(MEFs mouw embryonIc flbmbm 
Las células ES aecen sobre una capa de céluhs em- 
brionarias, que apottan al medio nutrlentes y un factor 
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inhibidor de leuklnas, UF que impide su difmdadón. 
Las &las nuhkntes de ES se obtuvieron a partir de 
embriones de 13.5155 dpc proaedwitcs de auacs de 
ratones tmsghicos que expresaban el gen neq si- 
guiendo el pmtowlo desafto por Nagy et al 0003). 
con dertas modilkadones: los embdones se extraleron 
enmediodedixaddnl%BSA,6mMglucasaaPBS. 
con anWMcos y anüfíjnglcos (P&tr, (GIBCO) y 
2 5  pghi aníoteddna B). Cada embilon se lavó bien 
en e t a d  y agua estéfil bidestilada antes de ser horno- 
genhado. La inactivadón de los flbro#astos se kalW 
con 10 y%nl de mitomldna C 0 d u m  2 h. 30 
min. en inaibador de &las. 
153. Elacboponcldn de DNA plismídico en 
cClulrs ES e Identinud6n de clones 
mmblnrntes 
El proceso se M a cabo sigukndo el protocdo des- 
urto por Hasy et al 0003). El plásmido pKOHeo (20 
irg) dig«ido con Nod se introdujo en 10 mlllones de 
dulas ES E14.1 de ratón 129- con ayuda de un 
electmporador (BIORAD gene puker 11). Las condido- 
ms de ekcímpondón íueron de un pulso a 500 pF y 
0.25KV. La mezcla de ekcbopmdón se ~epaiti6 a 5 
placas pl00 wntenlendo fibmblastos inactivados. Los 
donescndenn\de8alOdkaenmcdb&sdccdh 
(350 & m l G 4 1 8  y 2 pM Ganddovir (SIGW) -va- 
do cada &. Los dones Rsistentes se aishron en ph- 
cas de % pocillos wn  Rbmbbstos inactiva&% Al ca- 
bo de dos días se duplicaron en pé, para congelar 
(en medio de wngdadón 2X, 80% FBS. 20% DMSO 
(SIGW). y para extraer d DNA en p96 (Raminz-Solis 
et al. 1993). o bien en p24 Wust and bynec 1993) 
p~vbrnente tratadas con 0.1% gehblna (SIGW. 
15.3.2. Identinudón de dones ncombinantes 
Los dones iecombinantes se ldentiíicamn mediante 
PCR utilizando los cebadores 1 y 2 (apaitado 5.2.) y 
fuemn confirmados por Souihem Blot de DNA diged- 
do con Stril (MBI Femntas) e hibridado con la son- 
da KO, situada fuera del brazo largo de homdogfa. 
15.3.3. Microlnyrcdón do céíuhs ES en 
biutodstos e implanta& 
Los blastodstos para la miaolnyecddn se obaivie 
mn a partir de hembras EbUB/c de 3 a 6 semanas de 
edad. en las que se indujo superoniladón mediante 
inyecdón intrapedtoneal de PMGS 6 UI), y a las 48 
h. de gonadotropina codónka humana hCC (5 UI). 
Estas hembras fueron cnuada con machos para fer- 
tilizar los oodtos, y a d h  3.5 despues de la apad- 
d6n del tapón vaginal, los bktodstos fuemn mco- 
gidos del infundíbulo en medio M2 (Quinn et  aL. 
19834. Los dones recombinantes posklvos de &u- 
las ES 129F2/Ola se M c t a m n  en blastodstos 
BALB/c (Cardner, 1968). Estos blastodstos fueron 
implantados en d Gtem de hembras p # u d m n -  
tes 0.5 dpc) auzadas con machos BALWc vasecto- 
mhados. para generar quimeras que transmitiesen 
la modificación en la llnea gcnnind (8radley et al, 
1984 Estas quimeras se cruzaron con n t o W  w¡/d- 
typc BAWc para generar heterarigotos, quc se au- 
zamn entre S¡ para obtener homdgotos. 
15.3.4. Detennlnadón del +po de ntones 
La determinación del genotlpo de ratones se Uevó a 
cabo mediante K R  con los cebado= 3.4 y 5 (apar- 
tado 5.2.) o mediante Soufhern Blot con DNA de 
biopsia de 05 cm de cola de ratón de 3 6 4 xma- 
nas, obtenido como u indica en el apartado 10. Dei 
mismo modo se determinó el genotipo de embdones 
pmcedentes de distintas etapas del desanollo. 
16. GENERKI~N DE QUIMERAS ES--/- 
Para la obtención de dones & células ES alterados en 
ambos alebs de P o m a  se generó una nueva cons- 
tnicdbn, pKO-Pum, utilizando la w n s t ~ d b n  pKO- 
Neo.~eSta~omtnicddnse~usiituy6elgenderrsls- 
tenda a neomidna d d  pldmido pKO-Neo, por un 
fragmento Clal pmcedente del vector pBABE-PURO, 
que contenla d gen de mistenda a pummMna (pu - 
d. bap el control del promotor del vitus SV40. El 
pmoeso de electropomdón en álulas ES 129Pma 
Pomtl+, pmcedentes de uno de los dones que ieuil- 
t6 positivo en la generadón d d  ratón KO de Pomn 
@El). se Uevó a cabo como en el apartado 153.1.. 
afiadkndo 2 & m i  pummiana al medio de sekcd6n. 
Los dones se anaiizamn mediante PCR usando los ce- 
badom 1 y 6 (apaitado 52.). y Southem Blot de DNA 
digeddo conStd, e hibddando con h sonda KO. para 
deteminar si había oanido iecombinacffi hom6loa 
en el alelo restante (4. El don resultante de células 
m+ con bs gwies neo y puro iespebhmmente se 
utilizó para UeMr a cabo vadas mndas de micminyec- 
ción en bhtodstos üAlB/c (apaftado 153.3). que 
fuenon implantados en hembras pseudopestantes para 
obtener ratones con distinto grado de qulmeikma Pa- 
ra aumentar el porcentaje de éxito en b gestadón de 
estas hembras, junto con los bladodstos micminyec- 
tados. se transfirieron algunos bbstodstos w t  
ES endógenas. se determinó mediante Southem 
Blot. El DNA de los principales tejidos fue digerido 
con Bghl e hibridado con la sonda ES. 
163. Estudias de comporbuniento 
162.1. R o b - d  
Los ratones quimera de entre 6 y 9 meses de edad 
se sometieron a un test de capaddad motora (knes 
and Robeits. 1968). en un aparato Rota-rod (UGO 
BASILE, italia). Tras dos entrenamientos de 30 seg. 
con aceleración de 4-16 rpm. se registró ei tiempo 
de permanencia sobre la barra mtatoria ilcvando a 
cabo 3 caneras de un máximo de 120 seg. con una 
aceleración de 4 a 44 rpm e intervalos de 5 min. 
entre cada canera durante 5 das. 
16.1. Detennindán dd gndo de quimdsmo 162.2. wwrb auditln dd  huo cembmi 
El porcentaje de contribudón de bs c6lulas (Aük audnoly bdnstom mponsd 
en la formación de los distintos tejidos u órganos. El ensayo de ABR 1985) se basa en b presentb 
frente al porcentaje de contribución de las celulas d6n de ertlmulos que activan las ncuronas del ~ c e p  
nwn 7. Esquema general de la gcneradbn de un ratbn knockout condidonal basado en el slstema CRE-Id. (A) Esquema de la 
obtendbn de un ratón loxP* / id .  @) Estrama de uua con ratones transgenlcos CRE. (O Esbuctura de un elemento Id. 
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tor auditivo (órgano de Coiti). Los animales fueron 
anedesiados (Ketamina 100 m& / Mhana 10 
m&).  Se pmentamn estímulos en forma de dMcS a 
dMintos nhnles de inteddad auathra (desde 90 dB 
hasta 10 dB). a una fieEuendii de 30.60 u 80 cU& 
por segunda Cada cüc& Ipener6 una iespwda el6dca, 
que se 1uogi6 wmo un potaKbl evocado, mediante 
electmdos dotados en h cabeza del tatón. Ei poten- 
da1 genetado p-nta 5 picos en los primeros 6 a 8 
mseg. desde el comienzo de la señal audttiva. La inten- 
sidad menor a la que se distingukmn los anca picos 
determinó el umbral audlthro de cada mth. 
17. GENERACI~N DE UN R A T ~ N  KñOCKOUi 
CONMQOW iMRA U GEN h m f l  
MEDIANTE EL SISTEMA CRE-Lox-P. 
El procedimiento para la obtendón de estos ratones 
se muestra en la flgura 7. 
17.1. Generación del wcbr pKOc 
La comtrucd6n se bas6 en h dkeiiada por (tu et al, 
1994). con el gen de selecsión neo ñanqueado por dos 
elementos W, y un te= ekmento loxP situado en 
un i n t h  de Pomn. & manera que pemiitiese eliminar 
una zona esencial de Pomfi. Para el donaje se utilizó 
el vector pPNT y los cebadores del apattado 5.2. En la 
figura 8 se muestm un esquema de b consúucdón 
pKOc L)n ptimer fraemento - 1 - h l  de 3.7 kb h- 
b6n 4-intr6n 9). obtenido mediante PCR con los ceba- 
doies c y  d, fue donado en los sitios EcoRI-hl  de 
pPNT. El DNA mdde fue d usado en la ambmión 
pKONeo (apaitadol5.1 J. ün fragmento Xbai de 19 kb 
con el gen neo bnqueado por dos ekmcntos lwP íge 
nerado mdante PCR con bsabadoiesey futiüzm 
doawn,moldeelvectDrpPNI)fuedoM&enel~ 
XbddelinWn6dePomnprwhmentedoMdoen 
pKOc De este modo, quedaría un brazo coito de re- 
combinación homóloga de 2,2 kb QnWn 4-in$ón 6). 
lhairerfmgmntode5,9kb~nWnPinWnl3)se 
obtuwmdante PCRcon bscebadoiesgy h a  parür 
de la secuenda genórnlca de Pomn y se donó en los 
sities Sal-Noll del plásmido p6W, donde se muzb 
elsuklonaiedeun-BamHVWgenerado 
mdante PCR con los cebadotes i, j para lntmdudr un 
tercerekmentolaxPenelsitloBamMdeIinbón11. 
p o b t e t i ~ e s t e ~ s e d o n 6 e n b á s i t i o s  
Xhd-Nd del veúor pKOc De este modo, el brazo lar- 
go de reannbhadón deseado seth de 4 3  kb OnWn 
1 1 - i n ~ n  13) de Pmn. EI mido p ~ o c  se 
con N d  @O Cig) y se ebxhporó en dMas ES E14.1 
m se dewW en d apaitado 143. Los dones rp 
combinanas de áWas ES se identitkaron mediante 
PCR usando los cebado= 2 y 7 (apartado 52.1, y hie 
ron confltmados por S w t k m  Blot de DNA genbmko 
digerido con Hlndlll. utilizando dos sondas (a y b) en 
hsiegionesTy3'iespedivamente. 
Agwa k Esquema nprrxntatlvo de b genemdón de b construcdón pata d kmdoid cMldklwL Loí íragmentos genedos por 
PCR con los exoncs de Pomh (en mjo) esián Indicados por banas. Las dbnas de enzimas de mtrkdón uUUzadas para los distin- 
tos donaja están Indicadas en ngm. Las dianas extra Hlndlll. lntroduddas para poder Identlncar los elementos IoxP. están en 
azul. Las zonas que constituirán los brazos de momblnacibn de 2 2  kb y 4.3 kb se Indican con barns negras. 
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1. ESTUDIOS DE INTERACCI~N DE POMTI 
MEDIANTE EL SISTEMA DE DOBLE 
H~BRIDO EN LEVADURAS 
1.1. p381P y HSJ2 interaccionan con el  
'loopwl y e l  "loop"5 de POMTs 
Mediante el sistema de doble híbrido en kadura  
p teimdlamos identificar in vivo alguna pmtelna 
que interaccionase con POMTI. Los primeros ensa- 
yos en este sistema realizados en el laboratorio 
f u e m  llevados a cabo por el Dr. Juan Manuel FaC 
c6n Pérez. quien realizó el rastreo de una genote- 
ca de cDNA de mGsculo esquelético clonada en el 
vector pACR y pretransformada en la cepa PJ692A 
(MATCHMKER Two-Hybrld System 3 [ClontechD. 
Se utilizó como 'cebo" el "loop" 1 de POMTI sC 
tuado entre los dominios transmembrana I y II de 
la zona luminal del R.E., que sería el equklente 
al 'loop" 1 de ScPmtí. Se había descrito que este 
'loop" era esencial para la actividad manosiltrans- 
ferasa en levadura (úrrbach et al., 2000). El "lo- 
op" 1 fusionado al dominio de unión del factor de 
transcripción Cal4 (Ga M-BD) en el vector pGBKn y 
las proteínas fusionadas al dominio de activación 
de GaU (GalQAD) provenientes de la genoteca. al 
interaccionar, activarían la transcripción de los ge- 
nes teportem en la levadura donde se están ex- 
piesando. 
Se realizó el rastreo en una genoteca de cDNA de 
músculo esquelético humano, ya que pensábamos 
que el a-distroglicano (componente del complejo 
glicoproteico de distrofina (DGC) de c6lulas muscu- 
lares) podría de ser la principal diana de rnanosila- 
ción de POMTI al poseer multitud de O-rnanosilgli- 
canos (Chiba et aL, 1997). Entonces no se había 
demostrado aún que el a-distroglicano era O-ma- 
nosilado por POMTs (Manya et al.. 2004). De este 
rastreo, aunque no se detectó el a-distioglicano, 
resultamn positivos para la interacción con el 'lo- 
op" 1 seis clones. Estos clones de levadura conten6 
an plásmidos que expresaban fragmentos de protel- 
na que correspondlan a: p381P (proteína de 
interacdón con p38). CRYAB (a-ciistalina B), COXI 1 
(citocmmo oxidasa 11, chaperona de cobre). HSJ2 
(pmtelna de choque térmico homóloga a DNAl bac- 
teriana), Hsp40 (proteína de choque térmico 40) y 
ceramidasa mitocondrial. siendo la mayoría de es- 
tas protelnas chaperonas (resultados sin publicad. 
En paralelo se llevaron a cabo todos los controles 
pettinentes de interacdón positivos y negativos pa- 
a descattar posibles Fdlsos positivos. 
Ya que parecía que los 'loops" 1 y 5 de las PMTs 
podrían estar implicados en la actividad rnanosil- 
transferasa. al menos en levadura (Ginbach et aL, 
2000), quisimos compmbar si las mismas proteínas 
que interaccionamn con el 'loop" 1 de POMTI lo 
hacían tambien con el "loop" 5 de POMTI, o con 
los "loop" 1 y 5 de POMT2. 
Los plásmidos rescatados de la genoteca se utili- 
zaron para comprobar esa posible interaccidn m e  
diante un ensayo de doble híbrido dirigido. El creci- 
miento de las levaduras en medio selectivo carente 
de adenina e histidina reveló que existía interacción 
entre el "loop" 5 de POMTI y las proteínas p381P y 
HSJ2 (Rg. 9). El mismo ensayo realizado con los 
"loops" 1 y 5 de POMT2 determinó que el "loop" 1 
de POMT2 interaccionaba con p381P. HSJ2 y cerami- 
dasa mitocondrial. Por otro lado, el "loopw 5 de 
POMT2 interaccionaba Gnicarnente con p381P y 
HSJ2. En ambos casos se activaba la transcripción 
de los genes repottems ADQ e HIS3 en la levadura 
cotransfonnada con cada uno de estos plásmidos, y 
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SD+DO Ade- His- 
M n  9. SMaM de doble hbMo dhlgkb. Ensayo de I m -  
dbnenimPüMl1 y P O M T Z c a n i m p o b i h a & b ~ o i e a d e  
m í i s c u b a r p u d W a P ~ p n l m n D c o n d l w p T  de 
POMT1. Cndnilcnto en m d b  rc*c(hro. (Cr) control podthro 
deInlancdbianmp53ydriibroTClcn.(cicarbdnc 
gativodemtaiicdonem lan*uCyAgT.Abirqukrdadain 
I m a g u ~ r e l n d i a n b s ~ p u c ~ d W l i i s k  
nado al domMo CiCO-BD. En la pab üMor de la Imagen se 
indican bs pláanldos & b Fnot&i puc conknn la pro& 
nas de kitancdón fusionada a 6d4-Aü. 
los cebos correspondientes (Fíg. 9). Los resultados 
obtenidos podrían sugerir de algún modo que estas 
pmtelnas, en general. podrían pai0idpar con su fun- 
ción de chaperonas en el procesamiento y plega- 
miento de POMTl o de sus dianas de manosiladbn. 
y que al menos p381P y HSJ2 podrían ser diana de 
manosilad6n de POMTs, ya que interaccionan con 
los "loops" de POMTl y POMT2 supuestamente im- 
plicados en la actividad manosiltranskrasa. 
13. Ei sistema de doble híbrido no pernilte 
detucm fonnid6n de dimeros en- 
WMT o i n t e d b n  m distrogüuno 
Se UeMRwi a cabo más estudios de dobk hbddo dirigi- 
do wn d objeto de determinar si POMTl era capaz de 
bnnar hornodlmms o hetemdímeim con POMii. ya 
que este tipo de cornplejj enbe las PMTs había sido 
desofto piwiarnente en levadums (úinhch and Strahl 
m). 
EnelensayodekitcracdbnaitrePOMTlyPOMT2 
u t l l b a m o s w m o ~ l o s ' ~ l y 5 d e P O M T l . y  
UMK) posibles p d n a s  de i d n  los"loaps" 1 y 
5deWMTlyPClMT2.Laausendadeaedrnlentoen 
medio camte de adenlna e Mrtidina daemJnd que 
los lwpf  de las POM'k no partkipaban en la forma- 
d6n de hetenmmpkjos entw POMTl y P ü M 2  úto se 
mwstran las da@. Del mkmo modo, la d a  de 
aeminiento en medio seiccHvo indko que Lor %pS 
de KM1 tampoco partkipaban en b lbmdón de 
h o m o d l ~ l ~ ~ ~ s e m u e m d n l a s ~ .  
Teniendo en cuenta la hipótesis mendonada an- 
teriormente de que el distFoglicano pudiera ser dh- 
na de manosilad6n de POMTI, se Uevó a cabo un 
ensapde dobk hlbrido dirlgido entre ambas pmte 
lnas pam determinar si POMTl hteracdonaba con el 
distroglkano en algún dominio conarto. Para ello 
se utiüzamn como obo Los 'lw@ 1 y 5 de 
POMTl. y como proteínas de interacd6n fragmentos 
de distintas zonas dda y fi distroglkano. Nwva- 
mente, los resultados indicaron awnda de interac- 
d6n ente POMTl y los fragmentos del dlstmglicano 
mediante este sistema (no se muestran Iw dafus). 
lo cual no descarta que exkta una verdadera interac- 
d6n a través de otros dominios o zonas de POMT1. 
2. C A R K T E R ~ Z W ~  DEL úEN PomH MWNO 
El cDNA completo de Pomn acceso al enBank 
AY494851). compiende 2.885 pb. que pndken una 
protelna de i24 aa desde el ATG situado en el ex6n 
2. Este ATG es el más conservado evolutivamente, en 
lugar de otm hipotéh ATG iniciador que se enwen- 
tra en d ex6n 1. El gen de mt6n ocupa en el genoma 
18.416 pb, y su glanlzad6n en 20 exones está muy 
conservada con respecto al genorna humano (ñg. 
108. El gen Pomn se localiza en el cromosoma 2 
del ratón. en el centimorgan (CM) 21 enbe los mama- 
dores D2Mit120 y D2Min52 en el panel de entrecrtk 
zamiento EUCiB, y entre los genes Abl y Pbx3 en el 
panel de entreuuzamknto dd iad<son lnsütute @g. 
loa. Esta regi6n cromosómica 28 conserva sintenia 
con el cromosoma humano -4.1, que es la zona 
donde se localiza POM77 (Jurado et al, 1999. 
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W m  10. C u w t n i d n  dcl gen Pomti & ~ t 6 n .  (4 R e p ~  
sentadón esquemática de la osüuctun dn-inhbn del E n  
Pomtl. U IW6 genhko contknc 20 tma. La lonsitud & 
l o s u o n s ~ i n d i c l d a m p ~ & b r x s . ~ t a m á ~ o & l o s  
lntroms no aÑá a acab. Los exons están npiexntados por 
ca~as.EnnqroscRpcxntalaseamdreodi(kantc. (8)PosC 
donamknto & Pomh en los pamks de cntnauzamiento de 
EUüB y dcl lNtlMo bckwn. 
3. ESTUDIOS DE UPRESIÓN DEL mRNA Y LA 
PROTEINA POMTI 
3.1. l a  e x p ~ i b n  de POMTl a rimlhr en 
tejidos humanos y de ratón adulto 
Para determinar el patrón de expresión de Pomn y 
compararlo con el de Poma en el ratón y con el de 
POMi7 en humano. realizamos ensayos de Nor - 
them Blot en varias membranas conteniendo RNAs 
de distintos tejidos humanos y de ratón adulto. 
En todos los tejidos de ratón analizados, con una 
sonda de cDNA de Pomn se detectó un único men- 
sajero de 2 9  kb, aunque la expresión variaba nota- 
blemente de unos tejidos a otros, siendo máxima en 
testlulo y mínima en músculo esquei€t¡co Wg. 
1 14. La misma membrana hibridada con una sonda 
de cDNA de Poma reveló niveles de expresión pare- 
cidos. detectándose dos mensajeros de 4.7 kb y 2.7 
kb en todos los tejidos, resultado de sitios altemati- 
vos de poliadeniladón. Además. en testlculo se de- 
tectaron dos mensajeros más laaos de 5.1 kb y 3,l 
kb, respectivamente (Fig. 118, que provienen de 
inicios de transcripción diferentes. tal como se des- 
R- 11. Urpmion de bs @mes Pomn y Poma m Rt6n 
adulto. N o m m  Blot & dldlntos iejldos de ntbn hilnldado 
con sondas & amA & Poinn, Poma, y una sonda wnbol & 
fl~dlnr 0.0 kb y 1.8 U). E i p d 6 n  de Pomn. La banda 
& 2 . 9 k b c a n a r p o n d a d ~ & P o n > n . ( B ) u l p n s i ó n  
&Poma.bbanda&2.7y4.7kbanrrspondenaIwmm- 
~ & P o m t r . L r c ~ l g d w l r i & t a t k u l o 1 5 . 1 k b y  
3.1 kb) están stñalrdrs con Ikdw. 
En cuanto a la expresión en humano, una mem 
brana que contenía RNAs procedentes de distintos 
tejidos fue hibridada con una son& de cDNA de 
POMi7. Se detectó un Gnico mensajero de 3.1 kb 
en los tejidos analizados. y un patrón de expresión 
muy similar al de ratón (ng. 12), sugiriendo que po- 
dría existir comlación entre el papel que desempe- 
ha POMTl en el ratón y en el humano. 
3.2. Pomn e x p m  8 10 htgo de h 
embdogénesis del ratón 
Puesto que Pomtl parece estar reladonado con enfer- 
medades neummuxulares congénitas tales como el 
ñgun12 ExpasiMdtigen WMn humam.Nomi>cmt?lotde 
distintos tejidos de adulto hRridado con una sonda de cüN4 de 
POMn y con una sonda control de &actlna 0.0 kb y 1.8 kb). 
cribiera anteriormente í.WliMller et al., 20025. La banda de 3.1 kb conespon& al mensajero de POMn. 
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A tenidos en distintas etaws del desarrollo E7.5 . . 
, y U b I  E l  3.5). A dla 7.5, mediante este método no pudimos 
I detectar el mensajem de P o M .  En etapas más tardl- k as se detectaron niveks basaks & expresión de ma- 
m nera reidvamente ubicua, aunque se 0b~eNamn zo- 
Rwm l 3. kpmión del gen Pomn durante d dcsarmlb mibrl~ 
n a r k d e l m t ó n . C O ~ l l b t & d r t h t o s a t a d o s & d c s -  
amUo hlkldado m una sodo de W & Amn y con sondas 
w ~ & ~ Q . O k b y l B k b ) y C A P D H O . 4 b ) . ~  brida 
de 2 9  kb -ponde d mnsajem de Pomn. (E) Replscnta- 
c16n & l a a x p a l b n d e P o m ~ m ~ a ~ n a y ~ .  
slndmme de Waiker-Waibuig @eltan-Valem de Bema- 
be et a/., m), quisimos establecer el patrón de ex- 
presión de Pomn a lo largo del desarrollo embrionb 
rio &l ratón. El análisis de RNA total de distintas 
etapas del desarrollo embrionario mediante Northem 
Blot reVd6 que P o M  se expesaba durante toda la 
embdogénesis (ñg. 13A y EJ, detectándose niveles 
más altos de expresión en las primeras etapas. aun- 
que estos datos debedan interpretaise con cuidado. 
nas deteminadas donde b expresión de Pomn era 
más hiette. Asl. a dla 85. Pomfl se detectaba a lo 
law del tubo neural y en la zona d o ~ l  de los plie 
gws neurales d d  M u m  cerebm medio (ñg. 14A y 9. 
En secdones ttanwemles, Pomfl se detectó en los 
somitas (Fig. 140.  A día 9.0. Pomn se seguía expre 
sando a lo largo del tubo neural (Rg. 14Dy 8, y en el 
ojo en desarrollo (Fig. 149. En secdones transveisb 
les, los mensajems de Pomn se detectamn pdncipal- 
mente en b zona vential del tubo neural. induyendo 
la zona donde emergen las neumnas motoras, en b 
pbca del suelo de la notocorda y en el intestino en- 
dodémico (ñg. 146. A día 10.5, Pomn se &tect6 
pdnapalmente en los somitas. en el mesénqulma 
donde emergen bs erdnemidades, en el gangüo triger- 
mina1 y en el ojo en desanolio (ñg. 14C. y H). En sec- 
dones anteriores a la zona donde emegen las extre- 
midades posteriores la expresión de Pomn se 
obse~ó en la capa del manto d d  tubo neural dorsal. 
y en el demomiotomo de los somitas (Rg. 141. 
Este patrón de expresión concreto. sugiere que 
ya que esta alta expresión podh  & b a  a contami- Pomn está implicado en el desarmllo del músculo. 
nación de RNA de tejido materno (nota del fabricante. el sistema mmioso Y el ojo. que son 10s tejidos que 
Seegene, d d  Mar. m. Aun al, expresión de se ven más afectados en pacientes con WWS. 
Pomn pareda disminuir ligeramente durante la gas- Para determinar si se mantenía el patr6n de expre 
truladón (E657.5). para volver a aumentar más tarde sión de Pomn en etapas más avanzadas en el des- 
en el comienzo de la oiganogénesis (E9.5). y seguir arrollo embrionario. llevamos a cabo hibridación in si 
aumentando paulatinamente hasta el flnal del des- tu en embriones de 12.5 dpc y 1 3 5  d p t  A día 1 25 
arrollo embrionario. sugiriendo que Pomn juega un existían niveles basales de expresión de manera ubi- 
papel impoitante durante la embriogénesis. cua en el embdón. La expresión de Pomn se mante 
n h  a lo la50 de la médula espina1 y en las extremi- 
3.3. Pomfl se expresa en los tejidos dades en desarrollo (Fig.l5A y 8, aunque b máxima 
relacionados con WWS durante la expresión se concentró en la región cefalica. donde se 
em briogénesis está formando el cerebm (Rg.154-0. Un dla más tar- 
Para examinar en más detalle la expresión de Pomn de, a día 135, b expresión de Pomn seguía siendo 
durante el desarrollo embrionario, se realizó una hi- relativamente ubkua en el embrión. Se mantenla tan- 
bridación In situ con sondas sentido y antisentido de to en el ojo en desarrollo, como en las extremidades 
RNA de Pomn en embriones completos (in toto) ob- (ñg. 1 5 D 0  y en la médula espina1 (Fig. 150-fi. pem 
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Expresión in foto de Pomn en embriones de ratón (E8.5-E10.5). Hibridación in sifu (4 B. D, E. G y M y criosecciones represen~ 
tativas (C, F. e 0 de las zonas indicadas por barras blancas en B. E y  H. respectivamente. (A-O Expresión de Pomfl a día E85 en el tubo 
neural (punta de flecha blanca). en la zona dorsal de los pliegues neurales (flechas blancas) y en los somitas (punta de flecha negra). (D-6  
Expresión de Pomtl a día 9 0, en la zona ventral del tubo neural (puntas de flecha blancas). en el ojo en desarrollo (flecha blanca) y en el 
intestino endodérmico (puntas de flecha negras). (G y M Expresión de Pornfl a día 10.5 en los somitas @untas de flecha negras). en las 
extremidades emergentes @unta de flecha blanca) y en el ganglio trigeninal (flecha blanca). (0 Expresión de Pornfl en cortes transversa- 
les en la capa del manto del tubo neural dorsal (puntas de flecha blancas) y en el dermomiotomo @untas de flecha negras). 
parecía disminuir ligeramente en la región cefálica cerebrales. el diencéfalo comienza a diferenciarse pa- 
(Fig. 15DF). En este estadio se detectaron niveles a l  ra dar lugar al hipotálamo, el tálamo y el epitálamo. 
tos de expresión de Pomn en la región del hocico y En la zona más rostral del cerebro posterior, comienza 
la boca, mientras que en el tronco, la expresión se a diferenciarse el cerebelo a partir del metencéfalo, y 
concentró principalmente en el corazón (Fig.154. la médula oblonga se forma a partir del mielencéfalo 
A día 125,  en el cerebro anterior ya se han forma- y el techo del cuarto ventrículo. Éste se encuentra sú- 
do los ventrículos laterales en los futuros hemisferios perdesarrollado, y comienza a invaginarse a partir del 
F i y n  15. Expresibn in toro Oilbridadón h situ) de Pomti en embriones de ratbn (E12.5 y E13.5). 64-0 Expresibn de Pomti a dla 
12.5. en la regibn ceíállca. en las atremldades emergentes @untas de flecha negras) y en la médula esplnal @untas dc flecha 
blancas). (D-f) Expresibn de Pomfl a dla 13.5. en el ojo en desatmllo (D y E) (Aechas negras). en las exiremidades @untas de fle- 
cha negras), en el corazbn (ñecha Manca) y en la médula esplnal (DO @untas de flechas blancas). 
mismo el plexo coroideo, fuente de llquido cefalona- O plexo comideo del cuarto ventrículo se forma a 
quídeo (LCR) en esta zona. Adicionalmente se forma- partir de la invaginaaón de las células ependimarias, 
rán plexos coroideos en el tmer wntrículo y en los que se cubren por una capa externa de pia muy ~ s a i -  
ventrlculos laterales (Kauhan and Bard, 1999). hlizada El LCR fluye a través del sistema ventticular 
Teniendo en cuenta estos datos y los obtenidos (conedado con el canal central de la médula espina0 
de la expresión de Pomn en la región cefllica. que por el espaao subaramoideo del cerebro. Se reabsobe 
vemos en más detalle en secciones transversales ptincipalmente por medio de las granulaciones aracnoi- 
(Fig. 16). podemos decir que Pomn se expresa en deas, y sale hacia la médula espina1 a través de unas 
las principales zonas que constituyen el cerebro y el apettums llamadas íoramina de L u h  y Magendie, si- 
cerebelo en desarrollo. Más concretamente. en el tuadas en los laterales y en la zona medial del techo del 
cerebro posterior, la expresión de Pomn se detecta cuatto ventriculo ~pedivamente. Cuando estas apertu- 
en la capa del manto del mielencéfalo (Fig. 160-fi, ras se obmuyen. los &culos se llenan de LCR y se 
en la llnea ependimaria de la placa basal del meten- pmduce hidmfaüa. La expresión concreta de Pomn 
céfalo (Fig. 1600,  y en el techo del cuarto ventrí- en el cuarto ventrículo podría relacionar a Pomtl con b 
culo, donde se observa la máxima expresión (Fig. hidrocefalia con que cumn los enfennm de M. 
16A-H). Éste aparece en su forma más característi- En el cerebro anterior, la expresión de Pomn se 
ca, alargado y estrecho, en la figura 16F. concentró en la línea ependimaria del tercer ventrí- 
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~ ) l u n i h ~ x p r r o l 6 n 1 n t o t o O > l M n 1 n ~ & P o m n m « n k M n & n t d n a d b l 2 . 5 . @ - H ) ~ o s c c d o n c s ~ d e  
i a ~ n a l ü k ~ a d r s p o r b u m b n c l s ) . ~ 6 n & ~ a i b c i p l d d m r n t o d c l m * * n c C N o b u n t a & ( b c h a b l n -  
cas, MJ. en la capa epcndlmai* del suda del mctwCfalo @untas & fiadia negras M. en capl cpcndimh del tercm m- 
b ( a i l o @ ~ h 5 & ( b c h a ~ n g n ~ ~ - ~ , m d t K h o d d a v r t o v c n t ñ a i l o ( t h d u s k n c i s M b y a i h c a p d e l m n t o & b s  
vesrculrs tcknafelkas flechas negms, c.0. 1 
culo y los ventñculos laterales. aunque su expresión 
era más intensa en la capa del manto de las WSICU- 
las telencefáücas (flg. 16C-a. El techo de estas vesí- 
culas comienza, ya a día 12 a esbatificarse para for- 
mar el corta neopalia1 que irá variando en gmsor a 
medida que migren los neumbbstos desde la capa 
del manto hada la capa marginal. Esta eStNdUra se 
convertirá en la c o m a  cerebral de los hemisferios 
cerebrales. Pame que la expresion de Pomn se de- 
tecta en la capa del manto donde se están pmdu- 
ciendo mltosis de los neumblastos que migrarán 
más tarde hada la capa maiginal @g. 1759. 
Cuando la migradón neurona1 no ocurre correcta- 
mente se originan graves anomalías en el corta ceip 
bral En humanos, defectos en el mecanismo de la mi- 
graddn neumnal pmvocan entre otras malfomiadones. 
UsencefiUa, o lo que es lo mismo cerebro Uso sin dr- 
wnvdudones @to and Dobyns, m). La Usencefalia 
es otra camdeñstka dlnica más que p m t a n  los en- 
h o s  con el slndmme de Walker-Warbuig. 
En cuanto a h exps¡6n de P o M  a lo hrgo de b 
médula espina1 ésta qwdb relegada a h capa de c é k  
hs epenBmatias que se enaienha más en contacto 
a w i d h ~ C d ~ l c w r b a l ( f I ~ ~ e m w s b a n / ~ & & .  
kranzando un día más en el desarmUo (135). el 
patrón de expresión de Pomn en la región cefáüca he 
paRddo al detectado a día 125. Pomff se locaUz6 en 
la capa del manto de las vesículas telencefálicas y en 
el techo dd c k t o  wnbíado prindpalmente @g. 
1@. En el ojo en desamilo se detectamn niveles ba- 
sales de Pomff en la capa pigmentada (extema) y la 
capa neural (interna) de la retina, as1 como en las fi- 
6 0 ) ( . ~ l p n s l o n d e ~ o n i n ~ h ~ ~ i n n t o d c h s v e s í a i l r s t c * n ~ ( ~ d ) . ~ m b r n c u r o b h r t o s q w a t a n  
suMcndo mitosis antes de dc h mlgmdbn neumiuil @untas de (kdi. bhnas). y m nwimbbtos que P ~ M  mi- 
grando hacia la capa marginal íkchm na&. 
Figura 18. aprrsión In toro (hMdadái In sw de Pomtl m embrb de ratón a día 135. @-O Giacdaia npmcntitivas dd ern- 
brl6n (índksdas por banas blancas). 4 5 y E 4% B y  I>: ~IX k p i a ó n  de PomU en el techo dd cuarto nntilculo (flecha nega) 
y en la cap dei manto de las vesículas telence8llicas (flecha blanca). (8) kprrsión de PomtJ m el ojo m desarrollo: en la capa pie 
meniacta @uh de fleda blanca) y h c a p  mural de h retha @unta de liecha negra). hs dluis de la dn ( M a  blanca) y en los 
vasos de la cavidad halddea (flechas negrd. (Cy [? kpnsi6n de Pomn en las paredes de los vmtr(aim dd corazdn (puntas de 
flecha blancas). (a kpisidn de Pomn m las pandes del intestino Ulecha pequetla ncga), en los músculos de las extremidades (Re 
cha grande negra). en el tubérdo genitai @unta de fkcha n& y m los n d m  -tala de la cda mechas blancas). 
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bms de b lente. La mayor expresión se localizó en la 
cavidad haloidea, concretamente en los vasos de la 
red vascular asociados a la lente y a h capa neural de 
la neblna. que formarán d humor vltreo @lg. 189. En 
la región torddca. los más altos niveles de RNA de 
Pomn se detectamn en las paredes de los venMculos 
del onazfjn (Rg. 18C y 01). Por Gltimo, Pomn fue de- 
tectado tanto en los músculos de las extremidades, 
como en los epiteiios del Mum intestino delgado, asl 
como en d tubérculo genital y los n d o s  segmentales 
de h mh (ng. 180. 
Los datos obtenidos. en conjunto. revelan que el 
patrón de expresión de Pomn se mantiene a lo lar- 
go del desarrollo embrionario del ratón, concentrh- 
dose prindpalmente en aquellas zonas que van a 
dar lugar al mGsculo. el ojo y el cerebro. 
3.4. En el ratón adulto Pomti se expresa en 
músculo esquelético y corazón, donde e l  
otdistroglkano se encuentra glicosilado 
Basándonos en la expresión de Pomn detectada 
mediante Northem Blot e hibridación in situ, quisi- 
mos determinar si en el ratón adulto podlamos iden- 
tificar niveles parecidos de pmtelna. Para ello utiliza- 
mos un anticuerpo generado contra la zona central 
del 'loop" 5 de POMTl humano. que reconoce tam- 
bién la ~mtelna de ratón. va aue existe un alto Dor- 
distmíina en células mwuhies. El a-distrogücano es- 
tá presente en vados tejidos y aunque su secuencia 
aminoacldica predice una proteína de unos 70 KDa, su 
peso molecuhr vatía de un tejido a otm dependiendo 
del grado de giicosiladdn que pmente. Asl. migra a la 
altura de 120 KDa en cmbm y nenrio periférico. de 
140 KDa en corazón y de 156 KDa en músculo esque 
léüw (Martin, 2003). 
Nuestms datos de Westem Blot de extractos pro- 
teicos totales de tejidos de ratón adulto, utilizando 
un anticuerpo que reconoce espediicamente eplto- 
pos giicosilados del a-distmglkano (VIA-4). revela- 
mn que esta protelna se encuentra glicosilada de 
forma variable en corazón. mGsculo esquelético. ce- 
n b m  y riiíón. aunque no parece haber glicoslladón 
en hlgado, y en testículo parecen detectarse niveles 
de glicosiladón muy bajos (Fig. 194. 
Fuesto que Pomtl es una pmtelna integral de 
membrana de RE., no detectada en extractos pmtei- 
cos totales (no se muestmn los datos), ei análisis me 
dhnte Westem Blot se realizó con exttactos pmteicos 
de membrana de ba mismos analizados para la expre 
sión del a 4 i c a n a  Los únicos tejidos donde se 
detect6 la pmtelna fuemn múxulo esquelético y cora- 
zón (Rg. 19B). El peso molecular pFedicho para la s e  
., . 
centaje de homología de secuencia aminoacldica en -m.- 
esa zona: 12 de los 15 aa que forman el péptido 11a m. - 
contta el que se gener6 el anticuerpo son idénticos. -m.- 
No siempre existe combdbn entre la expresión de 
un RN4 mensakm con la expresión de la pmtelna co- 
mspondiente. De hecho, los niveles de qresión del D Y A  L. C. TT. ni 
mRNA de Pomn detectados en músuilo esquelético 
fuemn tan débiles (ver Rgura 11) que uno esperatía kiltn- 
no encontmr la pmteína en este tejida Hay ihdidos 
que nos hacen pensar que Pomtl debería ejercer su 
función en el múxulo esqwléaiw. ya que supuesta- R b i n  19. W m  Blot de extractos protdcos de telldo de m- 
t h  adulto. ME: m h l o  aqueWcoi Co: corazbn; Cc: oa ba; 
mente se encaiga de de dire'- Ri: "1: hrgado. Tc: m -a & poterna tata[ 
tamente sobre las serinas O t ~ n i M S  del a-distmdi- qo lig) Inaibada con d mtkucrpo VIA4 El dlleiente peso 
cano, única dhna & mandhci6n & POMT~ d-ta molecular en cada tejldo vlene determinado por su grado de glC 
ccsiladón. (8) Exirados dc membrana (49 lig) incubados con el hasta e' momento (Man~a et 2004). que se en- m- anti-POMT1. h & 72 km detectada en com- 
cuentra formando patte del complejo giicopmteico de 2611 y rn.¿scuio esqueiéiico conaponde a la pioterna brntí.  
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cuemh aminoaddka de Pomtl es de 82 KDa, y la 
banda que se detectó conespondeda aproximadamen- 
te a una p d m  con un peso mdecular aparente de 
R Küa. La dtfwenda de tamaño deteciado con m- 
pedo al tamaFto predicho, podrki deberse a un com- 
portamiento a h n t e  en h migración que de- p n  
tdnas transmembrana sufren d d d o  al alto contenido 
en amlnoáddos hidr6fobos. como es d caso de 
Pomtl. Este hecho se o b s m  en la familia & bs 
PMTs de levaduras (Unbach et al, 2000) y en la p n  
terna PMntZ (WTlkr et al, 2002). 
3.5. En músculo y corazón de rat6n adulto, 
h m t i  se localiza en el d c u l o  
mrcophmfttco, al igual que su 
hom6bga hmtz 
Para deteminar h localización conaeta de Pomtl en 
tejido mwuhr, realizamos ensayos de inmunofluo- 
tesenda indirecta en aiosecdones de músculo es- 
qudético y corazón. En hs células musculares, 
Pomtl se detectó m el dculo sa~oplasmáüw. así 
como en la región de la membrana phsmátka o sar- 
colema. más concretamente en h zona subsairolémi- 
ca de estas celulas mg. 208). ya que Pomtl no es 
una pmtdna integral de membnim pbsmatka En la 
célula muscular. el dcu lo  sarcoplasrnatko se sltúa 
enbe las mioRbnllas, formando un entramado Fetlw- 
lar. Sin embargo. justo por debajo de la membrana 
piasmátka. d d u d o  sarwpiasmáüw está en con- 
tacto dime con la misma a travk de los Uamados 
ffibulos T. por lo que vemos continuidad de la seiial 
de Pomtl en esa zona, En secciones de coraz6n. 
Pomtl se detectó en d retículo sareaplasmMico de 
bs céluhs de músculo cardíaco mg. 209. El miuno . 
patr6n de exp&ón en ambos tejidos mostró d mar- 
cador de R.E. calnexlna (no x muestran los daos). 
coi i t ro l  
hgura 20. lnmunodeteccibn de Fumn y b m t 2  en criosecciones de tejido muscular. @-O Músculo esquelético. (D-9 músculo car- 
dlaco. tontml sin anticuerpo primarlo (A y D). incubacibn con anti-POMT1 (6 y E) y ant i -~0~T2(C y 9. Detecdbn de Pomtl y 
Pomti en el retíalo sarcoplasmdtico de las fibras musculares (B. C F, y 9. 
astudlo del p n  POMTT y su impNcacf6n m enfermedades neurmustula~es.. 
POMTl y POMT2 p a m  aduar conjuntamente 
para conferir la máxima actividad enzimática. El pa- 
trón & expresión d d  mensajero & ambas es muy 
panxido tanto en humano como en ratón. Setía 16%- 
co pensar que las dos pmteinas deberían hallase en 
los mismos tejidos. Para compmbar si ocunía lo mk- 
mo con la pmteina utilizamos un anücuetpo generado 
contra una secuencia aminoaddka del "loop 5" de 
POMT2 humano (aa 373-470) (adMo emabhente 
por la Dra. SaMne StraM. Esta secwnda presmta un 
94% de homdogía con respecto a la secwnda de ra- 
t6n. Los resultados de inmunoñuoiexenda indireúa 
en secciones de músculo esqueléüdo y cardíaco m o í  
tramn un patrón de localizadón & PomtZ muy similar 
al de Pomtl (Flg. 20C y fi. indicando que ambas pro- 
telnas se localizan en los mismos compattimentos. 
En las distrofias musculares congénitas es &no- 
minador comdn el déficit de gllcosilación del a- 
d i  s t iglicano (Hallloglu and Topaloglu. 2004, Mu n 
ton¡ et al, 2004, por lo que quisimos deteminar 
más concretamente la locallzadbn de Pomtl con 
relación al distroglicano en estas células. 
Se aa l i zam ensayos de inmunoñuoiescencia 
i n d i ir ta en criosecciones de músculo esquelético 
con la pareja de anticuerpos anti-POMT1 y VIA-4, 
y la pareja de anticuerpos anti-POMT1 y anti-p- 
DG. E l  anticuerpo monoclonal VIA4 reconoce i e s i  
duos gllcosldicos del a-distaglicano en la perlfe- 
ria de las células musculares. mientras que el 
anticuerpo monoclonal antl-p-DG reconoce la su- 
bunidad p del distmglicano. que está anclada a la 
membrana y se encuentra hacia la zona cltosólica. 
Los multados mostraron que los antlcuerpos que 
reconocen el  distroglicano se localizan en la zona 
de la membrana plasmática o sarcolema Wg. 21 6 
y EJ. mientras que el anticuerpo que aconoce 
Pomtl lo  hace en el interior de las cClulas (ng. 
21A y D). aunque se observa colocallzadón con el 
p-distirglicano y los reslduos glicosldicos del a- 
distaglicano m la regi6n del sarcolema Wg. 21 C 
y f). La colocalización aparente de Pomtl con el 
&dist~qllicano se explicarla por la continuidad 
de R.€. que hay por debajo de la membrana plas- 
mática. La colocalización con los residuos glicosk 
dicos del a-distirglicano podría debeers a que, al 
encontrarse en la periferia de la membrana. phc- 
ticamente no se aprecia diferencia entre la seiial 
que proviene del interior o el exterior de la célula. 
Este tipo de colocalizadón se observa también al 
realizar una doble detección con anticuerpos que 
flgun 21. DoMc inmunodetecd6n de PMntl y dküoflcano m crlosecdones de músculo esquclitlca &O Inatbadh con anti- 
cuerpos anti-POMTI (verde) y antia-dlsímflcano (ViA-4, rojo). (DD Incubaclón con anticuerpos anti-POMT1 (verde) y anti-B-dls- 
troglkano (B-DC. rob). (Cy 0 Superposidón de las detedones de Pomti y distrogllcano. 
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Wn22. Do#ñn*nodr(.cdbnd.inhhuy-no 
e n c i i ~ ~ m ú s a ú o r r p v s Y k a L r u b r d d n c o n l o r  
anWunpos d - w n h  (W Y @-M. 
rolo). (0 *paposkMn & b dascddn & Lnihinr y 
ruano. 
reconocen el $-dist@icano y la laminina. com- 
ponente de la matriz extracelular (Flg. 22). 
3.6. Ei mRNA de Pomt7 se expresa en las 
células promotoras de las células 
genninak masculinas, y la protefna se 
loulia en el acrosonu. un 
comparümento celular arpeúñco de 
aspannltldu 
El  mayor nivel de expresión de Pomn detectado 
mediante Northem Blot en rat6n adulto se observó 
en el testlculo. Además algunos enfermos con 
WWS presentan displasia teNcular gonadoblastoi- 
de (Hung et al., 1998). Quisimos establecer la ielb 
ci6n de Pomtl con este tejido, determinar su ex- 
p iesión y la localización celular concreta, para lo 
cual realizamos ensayos de hibridación in situ e 
irnrnunofluoslncia indirecta en criosecciones de 
testlculo 
En el testlculo tiene lugar la maduración de las 
células prminales masculinas o espermatog6nesis. 
proceso por el cual las células de los túbulos semi- 
nlferos suhen una serie de divisiones y transforma- 
ciones hasta convertiae en espennatozoides (Gard- 
o.? I P ~  )1)1¡)99 u
m 
13. @lw+blb cind T u h i .  2000. k d , h  of B/oche - 
rnrsbVald~.Dbpriuqucllurtnlosl9crtrdlor& 
b ~ h r c ~ 1 - 3 ; f a S e & * : 4 - 7 ; b  
& ciUüáOilW 8-14; W & Ndundbn: 15-19. LOS & d b S  
~ n i t r r c r p c d a : c o m i o y ~ 1 9 a W l o á : R t b n . l 6 a -  
hdbá; hombre, 6 estadlos. 
mr. 1966). Las espermatogonias al dividise por mi- 
tosis dan lugar a espennatodtos primarios, que en- 
tran en meiosis para produdr espermatidas. Éstas 
sufren un proceso de dlferendacih denominado 
espenniogénesis, por el cual se transforman en es- 
pmnatozoides (Fig 23). Estas c6lulas tienen la pe- 
culiaridad de ser transcripdonalmente Inadlvas, e l  
proceso de dlferencladón para dar lugar a esperma- 
tozoides m n e  mediante reoganización nudear y 
cambios morfol6gicos en el  citoplasma (Dadoune. 
1- Hecht, 1998). 
Tms la meiosis se produce un intenso periodo de 
actividad tranxripdonal en el  cual los RNAs se al- 
macenan en forma de ribonucleoprotelnas. Existe 
un mecanismo por el cual cada RNA se traduce en 
estadios posterioms cuando se requiere la pmtelna 
que codifica gchmidt et aL. 1999). 
Mediante hibridación in situ. el mensajero de 
Pomn se detectó prindpalmente en dos tipos de 
células precursoras de células germinales: las es- 
permatogonias y los espermatocitos primarios. no 
detectindose niveles signiRcativos de exp~s ibn  
en las células post-meióticas (espermitidas en 
p mceso de diferenciación o espermatozoides ma- 
duros) (Fig. 24A-C). Puede que el mensajero de 
Pomn no se almacene en forma de ribonucleo- 
particulas para traduciae más tarde. ya que de 
ser as1 deberla detectarse en las espermitidas en 
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fase de maduración y parece que ese no es el ca- 
so (ng. 248). 
Con d objeto de determinar si la proteína se en- 
contraba o no en este tejido, y para establecer la 
IocaUzadon ceiular concreta, malizamos ensayos 
de inmunodetecdón mediante fluorescencia en sec- 
ciones transversales de túbulos seminfkros. La 
senslbiudad del ensayo de Westem Blot no nos ha- 
bla permitido detectar la proteína en extractos de 
membrana de testlculo con d anticuerpo generado 
contra POMTI. pero en el ensayo de inmunofluo- 
rescenda indirecta, el anticuerpo fue capaz de loca- 
lizar especliicamente Pomn en d acmsoma de las 
espermátidas en distintas fases de maduración: 
tanto en espermátidas redondas en fase de cubier- 
ta (flg. 2510. como en en fase de elongación (fase 
de acrosoma) (ng. 258, as1 como en espermátidas 
alargadas en fase de maduración (ng. 25C y 9. 
La hibridación conjunta del anticuerpo anti- 
POMTI. junto con el mareador acrosbmico PNA aco- 
plado a un f l u o r o m o  (FITC). comboró la localiza- 
dbn especifica de POMTI en el acrosoma de las 
espermátidas. ya que se observó una pemda colo- 
calización de ambas pmtelnas tanto en espennáti- 
das redondas (ng. 268) como en espetmátidas en 
fase tardla de madumdón mg. 278). h a  señal me- 
nos intensa de Pomtl se observó en las espermato- 
gonias y espennatocitos prlmatlos con iespecto al 
control (ng. 268). pem parece que en estas células 
Pomtl estaba en el R.L. ya que se localizd de ma- 
nera muy similar a como lo hacla el marcador de 
R.E. calnexina (ng. 260. 
X O O I  IdVa + IWOd *DI Idva+ I W o d  
a 3 
6uola ap ase) -' w a g n >  ap ase) ua 
wepm?ruiedr. t .L sepuopai sepgeru~adsa 
i?' 
. . 
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sntl-POMTl (rojo) y Unción portcrkr m el madw apáks amosomi PWA Koptido 8 u! (Iiiaoawno, F l r  Y DAPl 
( u ~ . s ~ c s t n ~ w p r p o s i d d n & ~ ~ m n y P N A c w i y b k i ~ L . d b r d d n & P # i r t l y P N A r i d . c n r o m r 6 I i r ~  
tidsralrpdarnbx&Mdundón@uitad.(bdu~),yballadon&PonincndaL&arpcmutoanto(Ikdu 
Marm).~aplimaodtosprhnui~@un~~(kdi.blrncg). 
Estos datos parecen indicar que Pomtl estd 
relacionado directamente con la espermatogénc 
sis, puesto que el mRNA se transcribe primero en 
las espermatogonias y espermatocitos primarios. 
y la protelna se localiza después en el  acmsoma 
de las espermdtidas en todas sus fases de madu- 
ración. 
Realizamos también ensayos de inmunodetec- 
ción en secciones de testlculo de ratón con el anti- 
cuerpo anti-Poma Aunque la seííal que detecta- 
mos era más debil que la correspondiente a Pomtl. 
Po mQ se localizó en el acrosoma de las espermdti- 
das en todas sus áses de dlkrenciación (no se 
muestran los datos). N u e s t ~  datos coinciden con 
los datos publicados prwiamente (Willer et al. 
2003). y rehieaan la hipótesis de que ambas 
POMTs actúan en conjunción y comparten funciona- 
lidad también en testlculo. 
3.7. En testículo. el prlndpal sustmta de 
Foniti y Pbnitz se e x p m  Gniamenb 
en la membrana b w l  de los túbulos 
semlnífems 
Por Gltimo. y dado que el a-distmglicano es diana 
de O-manosilación & WMTl y POMT2. deblamos 
determinar si existía M 6 n  entre las enzimas y el 
sustrato en este tejido. Estudios prwios de inmuno- 
localización en testkulo mostraban que las subuni- 
dades a y $ del didroglkano quedaban relegadas a 
las membranas basaies de las paredes los túbulos 
seminiferos, compuestas de músuib Uso. Aunque 
los anticuerpos con que se realiza mestos estudios 
Gnicamente detectaban el "core" de la pmtelna y no 
los residuos gücosldicos Ourbeej et aL. 199EO. 
Nuestms datos de Westem Blot realizados en tes- 
tículo con el anticuerpo V I A 4  parecían indicar que 
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coc*rol+ DAPI 6-DG + DAPI -4 + DAPI 
conml+ DAPI 6-DG + DAPI VIA-4 + DAPI 
1 
el a-dimogltcano se encontraba muy poco glicosiia- 
do o al menos no a los niveles que otros tejidos (ver 
flg. 198. Para compmbar este hecho. realizamos in- 
munofuoscenda indlmta en secciones de túbulos 
seminlferos con los anticuerpos anti$-DG y V I A 4  
Nuestms resultados mosbaron que el fklistmglica- 
no se localiza en la membrana basa1 de los túbulos 
seminífems (ng. 28By EJ tal como se indicó ante- 
riotmente, y que la subunidad a se encuentra glico- 
silada como era de esperar ya que está fomando 
parte de una membrana basal (Fig 28C y 9. si bien 
la glicosiladón no debe alcanzar el grado suficiente 
para ser detectada mediante Westem Blot E l  distro- 
glicano. al contrario que Pomtl. no se expresa en 
ningún tipo de célula geminal 
Estos resultados junto con los de la localización 
de Pomn y Pomt2 podrían indicar la existencia de 
algún posible nuevo sustrato de manosilación dis- 
tinto al a-distñglicano las celulas geminales del 
testfculo. ya que el a-distaglicano no se encontró 
glicosilado en los mismos compaitimentos donde 
se encontraban Pomtí y Pomo. 
4. GENERACI~N Y ESTUDIO DEL RATÓN 
üNOCXWi MRA E l  GEN Pomn 
4.1. l a  pénih de Pknn pmuoci btiltdd 
durante d dasumlb embiknuk d d  
Rtbn 
La gemradn de animales krwkout es una henamkn- 
ta muy utilizada pwsto que pmpondona mucha infor- 
mación sobre b poslble fundón de una proteína con- 
ueta. En nwsbo casq pietendtamos awiguar cómo 
afectaba la ausencia & @manosibdón en el rat6n y 
obtener un modelo animal para d estudio de e n f e m  
dades neummuxuhres como d WWS. que está pmo- 
cado pincipalrnente por mutaciones en el gen POMTT 
entre otros (van Reeuwijk d al., 2005a3. En este apar- 
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m-u wt 
-1829. an ihudbndndQddmPomtlmcd*ntc~M~I iORcprrrcnWáaquanl t * i&bcstntc l la  
de surtihidón rl«lP. indlcudo el baa genbmko, Ir conatrucdai. y d aleb mutido de Pomh espaado después & la m b i -  
Mddnhomóbti.Mvcdonr&sc*cdbn:ümldinaLlnarddvhusHnpaJs/mpkxMy neomldnaO(EO).Eibmocorio Q.3 
kb) y fA bmo m (4.5 kb) de ncon>blnadbn hombloga atan Indiados. Lor absdom & PCR d n  qmsmbdos por puntas 
de(bdu.~Lorabodorrs1y21tuuronprraidcnll(kuunrbridr&2.5&aifA.hknwt.do&dosdana&dluhra: 
5R y 8M (Q Soulhm, Blot & DNA gmbmim & los dones ncomblnantcr y un mnbul a la$ dknír de msbicdbn S U  están 
i n d l c d a . L . s o n d i K O ~ i n ~ & 8 . 2 k b ~ ~ . * b i r Z y o t i o d c 5 . 5 k b m f A . W o m u t i d o . ( D ) ~ p P d o ~ 0 ~  
P C R & ~ ~ d e d W W o s e d i o s d c d a u m l l o . L o r E s b r d o m 3 y 4 i d a n W k a n  unabanda&%3pb b d a s h  
l o ~ o , ~ q u c ~ a b r d o m 3 y 5 i ~ n u ~ b n Q & 4 3 8 p b e n f A a i c b m u t u i t c .  
tado, dexifbimos las conseaiendas de la diminadón 
didgida de Pomtl mediante sustlhicibn aléück 
La intenupdbn al€lica del gen Pomfl se llevb a 
cabo sustituyendo el ex6n 2. que contiene el ATG 
iniciador, por un gen de mistenda a neomicina. La 
estrategia de sustituci6n se muestra en la figura 
29A La constniccibn con el gen modificado se in- 
trodujo en celulas ES 129/PZOla (ver materiales y 
métodos) para que ocurriere recombinacibn hom& 
loga entre el locus end6geno de Pomn y el DNA 
modificado. Los dones mistentes. tanto a neomici- 
na como a gandclovir, fueron aislados. y de todos 
ellos se extrajo DNA para su estudio. De un total de 
480 dones analizados. s6lo dos recombinaron co- 
-mente (5F3 y 8A6). y fueron identificados por 
PCR y Southem Blot (Rg. 296 y 9. Estos dos clo- 
nes se inyectaron por separado en blastocistos 
BALB/c para generar quimeras, que transmitiemn el 
alelo mutado de Pomfl a su progenie. 
Los ratones heterozlgotos Pom n*c se desarmllb 
mn y reprodujeron normalmente. sin mostrar pmble 
mas de fertilidad ni diferencias aparentes con res- 
pecto a los individuos wt A l  analizar el genotipo de 
la progenie de los ratones heterozigotos Pomfl*; 
RESULTADOS 
B b l i  1. Progenie y genotipado de embriones 
procedentes de diferentes cruces de hetemzigotos. 
s61o encontramos ratones wt y heterorigotos, y no 
apareció nlngún ratón homozigoto PomniL La pm 
genle resultó ser 31% homozigotos wt y 69% hete- RF. m. O. dn h br rniknaw y m+. 
mzigotoa (Tabh 1). en una pmpordón apmimada - de mbrkms  de de i w m d ~ ~ ~  M+ r dú ~8.5.10s emtwkmes camtes de 
de 1:2, lo que Indicaba una herencia menddiana tí- m (M Y m) m c~fimudor por #R 9 ,, 
pica de letaUdad embrionarla. t m o ~ d d c n c h * n t o . ~ d c b l d o ~ u i b b p w o  
en ei d e s a d b  Eó y €7'. Pan comparar ei hnri io se para dctemJnar en que etapa c o m  se produda 
, , E7.0. 
h k%aW de los embriones h c m d @ ~  camntes de 
P o M  se dslaron embriones de dkhtos estadios del 
desandb mbiionario, antes y despues de la Imphn- 
tad6nenelLigrqquefuemngenotlpadosmediante 
PCR (Fig. 29a. Los bhstodstos @5, embriones pie- 
imphntados) aislados & vailas - pmbdas fue 
mn genotipados Se Identifkamn bwodstos homori- 
gotos mutados en la pmpoidon rnendeliana esperada 
l a 1  (Tabla 1). Éstos ptesentaban un desando tmb 
blástko normal y eran indbtingulbles de los demás (no 
se muesbsn b5 dafos). El gemtipo de los embriones 
en estados más avanzados, de E75 a E95 reveló tan 
bien UM pmpoción 1 2 1  (Tabla 1). aunque los em 
briones P W f  eran signHkathramente rnenom que 
los wt y se desoganizaban a medida que avanzaba d 
desamb (Flg. 30). ü~ ejemplo es que los embriones 
Pornnf aislados a día E8.5 mstraban un grado varia- 
ble de anomailas nmfológbu Algunos paredan per- 
manecer en el estadio de E65 tlp-ko de forma de hw- 
vo dilndrko @ig. 30 m). otms avanzaban en el 
desamllo, pero suítían un bloqueo algo más tarde @ig. 
30 #2). Los embriones Pomtl+ terminaban siendo ip 
absotbidos durante b m 6 n .  de modo q w  al llegar 
a €10.5, no quedaban Rstos de tejido 
de 106 emb~Ioncs mutados (Tabla 1). 
Todos estor rendtados sugkrai que h IetaWad em 
biknarb p a m  dekix a un bloqueo en el desamllo 
aliededor los estadbs E65 y W5. La gasbuladón p a ~ ~  
da no estar afectada, ya que b hibridación in sIhr en 
embirones de E65 con un m a d o r  de gasbuladón 
(bradryury) no nevel6 ninguna anomalla (W lk  et al, 
2004). Todo pame indicar que Pomfl juega un papel 
audal durante b embirogenesis temprana del mtdh 
Tal como se ha mencionado anterionnente. el a-dis- 
troglicano es la Gnica pmtelna sustrato de POMTI 
que se conoce hasta la fecha. La glicosllación post- 
traducclonal del a-distmgllcano. y más en concreto 
la adición de cadenas de O-manosilglicanos parece 
ser crítica a la hora de determinar sus propiedades 
de unión a ligando (Michele et al., 2002; Mlchele 
and Campbell, 2003; Kim et aL, 2004). 
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En el ratón. el a-distmglicano juega un papel im- 
portante en el ensamblaje de membranas basales, 
uniéndose a la laminina soluble y organizándola en 
la superficie celular. Es más. parece que esta unión 
es un requisito necesario para ensamblar correcta 
mente los demás componentes de la matriz extrace- 
lular que forman parte de estas membranas (Henty 
and Campbell. 1998). La membrana de Reichert es 
una de las primeras membranas basales que se for- 
man en el embrión. Su principal función consiste en 
actuar de barrera protectora permitiendo el paso de 
nutrientes al embrión (Salamat et al, 1999. 
Teniendo en cuenta estos datos, quisimos deter- 
minar si la glicosilación del a-distroglicano podría 
verse afectada en los embriones carentes de Pomfl, 
para lo cual realizamos ensayos de inmunofluores- 
cencia indirecta en secciones de embriones Pomti+ 
de día E7.5. Los resultados mostraron que, en los 
embriones wt y hetemzigotos, los anticuerpos espe- 
úíicos generados contra los residuos glicosldicos del 
a-distroglicano (VI A41 y llH6). reconoclan princi- 
palmente la membrana de Reichert y algunas chlulas 
maternas que rodeaban el embrión (Fig. 31Ab y Bb y 
no se muestran los datos). Por el contrario, estos 
Figura 31. lnmunodetecddn de componentes de la maMr exiracelular en embriones ~omtl-/. Secciones sagitales de embriones 
embebidos en parafina de Ei.5 (19 o congelados de E6.5 (a. Tinción con hematoxilina e inwbaclón con antlcuerpos del adistro- 
glicano que reconocen los glicoepltopos WA-4, llH6) o el .co@ de la pmteina (GROADG). el b-dktmglicano IAP83). y la lamini- 
na. Se muestran embriones wt (A a-d y 6 a-c) y embriones mutadm (A e-h y B d-6. En los embriones PO~~I-/; los glicoepltopos 
estan ausentes en las estnidum derivadas del embrión. aunque están presentes en las células maternas (mc. maternal ceI@. iin- 
cibn discontlnua (flechad y parcheada @untas de flecha) de la laminina en la membrana de Reichert (Rm Reichem' membrane) de 
los embriones mutados. 
RESULTADOS 
glico-epítopos no se detectaron en la membrana de 
Relchert ni en el tejido embrionario de secdones de 
embriones Pomn+ (Rg. 31Afy Be). aunque sl se de- 
tectaron en el tejido extraembdonado materno. 
Estos resultados sugieren que. In vlvo, POMTI 
contribuye con la principal actividad manosiltransfe- 
rasa requerida para la incorporación de O-manosil- 
glicanos en el a-distroglicana La inmunofluom- 
cencia con anticuerpos dirigidos contra las 
subunidades a y p del distroglicano reveló una re- 
ducción de ambas proteínas en la membrana de 
Reichert de los embriones carentes de Pomn (Ag. 
31A. c y g y 31 B. c y 0. Esto podría indicar un inco- 
rrecto procesamiento y maduradón. así como un fa- 
llo en el transporte del disbwglicano a la membrana 
deMdo a la hipogiicosiladón. Se ha descdto que la 
incomcta O-glicoslladón del distmgticano intediere 
en el procesamiento d d  pnainor de la proteína 
madura y reduce los niveles de distroglicano en la 
supedide celular (EMpa et aL, 2003). 
La ausenda de Omanosilgücanos y el nivel ndu- 
ddo de las subunidades a y p del dldroglicano po- 
dtía akctar a la conecta dlsttibudón de la laminina. 
y en mxaienda, a la bnnadón de membranas ba- 
sales tales como la membtana de Reicheh Este h e  
cho se obsenr6 en secciones de embriones Pomn+ 
incubadas mn d anticuerpo antl-laminina. La lamini- 
na se bcaüzá perkctsmente en la membrana de Rei- 
chert de los embdones wf (Ag. 31Ad). mknbas que 
en los embdones Pomn+ los niveles de laminina es- 
taban significativamente nduddos y su distdbudón 
se mostr6 desorganizada. vdviéndose dktontínua y 
en algunas zonas parcheada mg. 31Ah). 
En resumen, la intempdón dirigida del gen 
Pomn en el ratón afectaba a la bnnadón de mem- 
branas basales esendales, que se manifestó con la 
desorganización de la membrana de Reichert y la 
postedor letalidad embrionaria. El fallo por parte de 
esta membrana de actuar como banera protectora 
del embrión se reflejó en el hecho de que se encon- 
traron c€lulas de la sangre maternas en el interior 
de los embriones carentes de Pomn (no se mues - 
tran los datos). 
5. GENERACI~N DE RATONES QUIMERA A 
PARilR DE ~ W I A S  ES- 
5.1. Obtención de ratones quimera 
Dado que la intempdón génica de Pomn multo ser 
letal durante la ernbilogénesis. nos planteamos otras 
estrategias para parar esta bamm de letalidad. ente 
las que escogimos h generación de ~ O M S  quimera 
a partir de células m e b ,  tal mmo se hidera ante- 
dormenk con la fukutina, putativa gtkarilhansferasa 
implicada en el desarrollo de eniennedada neuw 
muxulam (íakeda et al. 2003). Estos mtones nos 
propordonarían inbmiadón de las conseumidas de 
la pérdida de Pomtl en dertos tejidos. dependkndo 
del grado de conttibudón de células mutadas a los 
mismos, aunqw esa conMbudón escapase a nuestro 
control. Asimismo. el grado de quimedsmo indicaría 
ata1 es el poracntaje de Pomtl mutado necesario pa- 
ra que se produzca un íenoüpo anormal. 
La producdón de células ES mutadas en ambos 
alelos de Pomn multaría íádl y de rápida obten- 
ción. ya que disponíamos de los dones de células 
E S P d +  utilizados en la generadón d d  ntdn knoc - 
kout convendonal. 6nicamente necesitábamos que 
el segundo alelo mutado tuviese un gen de mis- 
tenda distinto a la neomicina para poder selecdo- 
nar los clones que incorporasen la nueva mutación. 
La intenupdh de un segundo alelo de Pomtl se 
mUz6 en el don de células E S P o M .  5i3. y se llevó 
a cabo mediante la cmategia mornada en la figura 
324 por la cual un gen de nsistenda a pummidna. 
wstlhiye d ex6n 2 con el ATG inkiador en el aklo wf 
estante & las céiuhs dd  don 50. que ya tenía mu- 
tado uno de los alelos de Pomn (wr figura 294. El 
don recombinante tendtía mutados ambos aldos de 
Pomn. al sustituiise ambos exones 2 por sendos ge 
nes de mistenda a neomicina y pummidna, mpec- 
tivamente. La constnicdón pK0-puro se introdujo en 
c€lulas ES E1 4.1 del don 5F3 (derivadas de la cepa 
12~2Ola). de la misma forma q w  se hidera ante 
rionnente con la construcdón pKO-Neo. Los dones 
mistentes a neomidna. pummidna y ganddovir fue- 
ron aislados para obtener DNA genómico. 
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Se analizaron un total de 240 dones. de los cua- 
les un único clon (2C10) h e  identificado mediante 
PCR. Este don h e  confirmado como positivo para 
la recombinadón homóioga en el alelo wt mediante 
andlisis de Southern Blot de DNA digerido con Stul 
(Fig 328 y 0. 
Puesto que muchos de los dones resistentes a las 
drogas no contienen los genes propios de selecdón. 
es decir son fakos positivos, y para descartar que la 
recombinadbn homóloga hubiese tenido lugar en el 
alelo mutado, se comprobó mediante PCR que este 
clon mantenla ambos genes de resistenda a neomid- 
na y pummidna, mpedhmmente Fig. 328). 
Una vez realizadas todas las comprobaciones. el 
don 2C10 fue utilizado en varias rondas de microin- 
yección en blastodstos BALBJc para la generación 
de quimeras. 
De la primera microinyección del clon 2C10 re- 
sultaron 9 quimeras, de hs cuales 1 murió al nacer 
(no 1) y otra a los 9 días (no 2). ambas sin fenotipo 
anormal aparente. Las quimeras se clasificaron co- 
mo de bajo o medio grado de quimerismo según el 
color del pelo (no se obtuvieron quimeras de alto 
grado de quimerismo). De las dos quimeras que 
murieron no se pudo hacer esta clasificación. El gra- 
do de quimerlsmo se confirm6 analizando la contri- 
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-32. UidnadóndiblQdasqudoddodcl~PMmeaanbcncanaradái~CiORcpmcntKidncsqucmb- 
tica de ia estraiegla de sustitudón aléücr W n  Indicados el lo= genómlw del don 5 B  con los aldos mutado y wt. la wns- 
mccibn, y ei m aklo mubdo de Pomn aperado dcspub de la ncombinadón hondbp. Marcadotes de sc*cdón: timidi- 
na klnasa del vlnrs Herpes dmpkx 0. momldna (NEO) y pummldna (WRO). El brazo corto (23 kb) y el brazo b a o  14.5 kb) de 
recomblnadón homólop están bidbdor Los cebadores de PCR c&n rrprrscntados por puntas de lkcha. (8) Los abadoms 1 y 
2 se w m n  para ampllñcar una banda de 2.5 kb y wmpmbar que se mantala el akio NEO. Los cebadores 1 y 6 se usamn para 
identifkar una banda de 2.9 kb a m don positivo para h segunda ncomblnadh hombkp: XlO. (O Southm, Blot de DN4 ge- 
nbmlw de los dones rewmblnantes 2C10 (-l-), 5 B  (+/-) y un control W. Las dianas de rrsblcclbn Stui están indicadas. La sonda 
KO Idcntlllca un ñagmento de 8.2 kb m el aklo wt. y otro de 5.5 kb m los alelos mutados (NEO y WRO). 
RESULTADOS 
Fipm 33. Detannhuáón dd pido & qu- MI Rcprr- 
s e n W 6 n ~ c a & h ~ u t l n d r p n d c l w m h . r  
elpo~&qulnmbnio&dhilaESentrj ldos.LolaWos 
dclasaiJisrndo(«urirtybrdebsRcqlpum&dluhs 
m u t a d a p i n c l g e n P o m L l r S t h k i d c i d a . ( @ ~ B l o t  
de DN4(aiánlco&conróny oabmdeiasquimcrasnO1 y 
na2 .L i rd r r rderabWdnB~Ia t lnk idkda I rsa id r  
ES idenüña un ihgnmm & 29 kb m dlu*s con el gen 
PomU intuto. y un hgmento de 13 kb m dlulrí p d e n t e s  
dedluhrES-+.Laquin*ran~lp~unporrcntJcdei  
50%dcqulmarlsmo,mkntnrpuchfl2paacxrwt 
bución de celulas ESra*r+ en los principales teji- 
dos. mediante Southem Blot de DNA genómico di- 
gerido con Bgñi. &te DNA se hibrldó con una sonda 
capaz de discriminar entre células del individuo re- 
ceptor y células originadas a paitlr de las células ES 
mutadas. Un esquema de la estrategia se muestra 
en el esquema de la figura 33A 
Cuando se extrajeron los tejidos de la quimera 
no 1 ya habla comenzado a ocurrir autolisis en los 
mismos, de modo que sólo se consiguió extraer 
DNA del cerebro y el corazón en buenas condido- 
nes. Los mltados del ensayo de Southem Blot in- 
dicaron que la quimera no 1 presentaba un grado 
medio de quimerismo. ya que apdmadamente el 
50% de las células de ambos tejidos procedlan de 
células Pomn+, k n t e  al 50% mtante de tipo wt. 
La quimera no 2 no presentó contribución de célu- 
las Pornn+ aparente en estos dos tejidos. ni en te 
jidos adidonales como la piel el músculo esqueléti- 
co, el hlgado o el riRón (ng. 338 y no se muestran 
los datas). Esta podría explicaise porque durante la 
implantadón. para obtener un mayor éxito de ges- 
tación en las hembras receptoras. se transfirieron 
algunos blastocistos wt junto a los blastoustos mi- 
croinyedados (ver meterlales y métodos), pudiendo 
provenir este ratón de bMocistos wt. 
De las 7 quimeras Rstsntes. cuatro machos y 
tres hembras. los machos fueron sacrificados por 
emr. y de las tm hembras (no 3. no 4 y no 5) solo 
la quimera no 3 mostró variaciones visibles del co- 
lor del pelo. y fue clasificada como de bajo grado 
de quimerismo (Fig. 3410. 
Las quimeras no 3. no 4 y no 5 fueron sacrifica- 
das a los 10 meses de edad y se les &rajo DNA de 
los prindpales tejidos: m h l o  esquel6tico. cora- 
zón. cerebro. hlgado, riiíón y piel para determinar el 
portentaje de conbibución de células m+. 
Los multados detenninamn que las quimeras nO 
4 y no 5 no mosbaban quimerkmo alguno; debió tra- 
t a ~  de individuos wt pmcedentes de bhstodstos 
wt La quimera d 3 por el conttario, mostró un por- 
centaje de quimeiiuno muy similar en todos los teji- 
dos analirados. e inMor al 50%, excepto en el Mga- 
do, donde el pomtaje de quimerlsmo parrda ser 
algo mayar del 50% (Fig. UC). Por lo tanto. x con- 
finnaba que h dasifkedón con respecto al color del 
pelo era amtada. U fenotlpo que mostraban astos 
ratones no tenía p o q d  diferir dd  de los ratones wt 
o heterorlgotos para el gen &mn. puesto que en 
w prindpak tejidos la cantidad de Pomtl wt con 
mpecto a b mutada es suRdente para Uevar a cabo 
la función de manosiladón necesaria en cada caso. 
53. Los ratones con grado medio de 
quimerlsmo mosimron una apariencia y 
comportamiento nonnaies 
Las quimemr lueron sometidas a ensayos de capaddad 
motora en el RoQrod a estudios de audkión @B@ y a 
pnmbas & imagen mediante moMnda magdüca nw 
deer @iRI). Todos estos estudios detenninamn que b 
quimera de bajo grado & quimeiiano rnosbo un com 
poitamiento y apaiienda muy simlhr al de indMduos 
nomiales, dnddiendo con d knotipo obsetvado en 
los ratones ktem&&s del loiod<out comendonal 
M, en el test del Rotbrod realizado a los 6 meses 
de edad. las quimeras permanecían sobre la barra del 
Rota-rod más o menos el tiempo que el ratón M, aun- 
* auimera no auimera no< 
que la quimera no 3 y h no 5 caían antes @ig. 354. A A 
los 9 meses, todas las q u i m  se comportaban prác- 
ticamente como d wt aunque h quimera 3 pemiane- 
da algo menos tiempo que las demás @g. 3519. Apa- 
Fwitemente la quimera IP 3 no mastraba ningún 
indicio de distmña muscular, únkamente pesaba algo 
más que sus compañetas (m Rg. 344, pudiendo ser 
este el motivo por el que cala antes que hs otras. 
El tesi de mpuesta auditiva del tallo cerebral 
(ABR. aUdltive brainstem rrsporrse) conslste en pre- 
sentar estímulos auditiws en íonna declick que ac- 
t i  m ias neumnas del teceptor auditivo u 61gano de 
Coiti a distintos nhrdes de intensidad que generan 
respuestas o potenciales evocados auditivos. La wr- 
va pmmedto de respuestas que se obtiene presenta 
5 picos camcteñsticos. El umbral de audlci6n de un 
rat6n es el n k l  de intensidad menor a l  que se dis- Awm 35. Test &l Rota-den ratones quimérloos. Test nalF 
tinguen estos 5 picos. Los ensayos de ABR mostra- a los o a los meses de *d las qUi- 
meras x comportaron. en e e n l  como el wntml W B / c  
ron que los ratones quimera presentaban un umbral (azu~, uapto la qulmcni ,,O 3 (mk) we cala que las 
auditiwde 2530 dB. Igual al que presentaban los dnnds. 
-- - - 
1 La imagen por Fesonanda magnética de los rato- 
1 nes quimera no mostr6 dilerancias con respecto a 
1 las imdgenes tomadas en los ratones wild-type (no 
se muestran los datos). 
Todos estos datos indican que. para poder mer- 
mar la capacidad enzimáüca de Pomtl, es necesario 
/ obtener un porcentaie mayor de contribucidn de c& 
m # -m- rigouir. m lulas ES-+ en cada tejida 
~&&potndi laavocdosanánip&I I~bdcd 
c o d a u o ~ I r r i l W ~ a 7 0 d B E I t h ~ k u p  
tmfPbravocdosddapnbdüM,ky&bpuh*m1P3,4yI 6. GENERAU~N DEL WT6N KNMKOUT 
CONDlOONAL PARA EL GEN &mtl 
ratones wiM-&pe. Ningún rat6n quimédco result6 te 
ner mennada su capacidad audithra. ya que la curva 6.1. Obtendon 'de clones mcombininbs con 
pmmedio de dnco picos era muy similar en todos lms eiementoa LoxP 
los ratones. Ui ejemplo de la comparativa de curvas La e- & wtitudón dica  para generar el ratón 
de mpuestas generadas a 70 dB se muestia en la knodrwtcaidkbnal de P W  se miesba en la Fgra 
Figura 36 3 7 . L a ~ p K ü c c o n t l e n e t i e s ~ 0 b l o x P ,  
4- -Yit 
snrisn- 
i v b  
R#un 37. Repmsentadbn esquemática de la esbategia de sustitudbn a1Cllc.a con la Introducción de ckmcntos loxP en d akio 
Pomn muüante Rcombinddn ho- (w. kt4n indicados d locu mbmico de Pomrl. b constnicdbn y d .klo mutido de 
Pomn rjpwado después de b momblnadón hombloga (@. Marcadores de selwdbn: timldlna Mnasa d d  virus Herpes slmpiex 
0. y momidna N O ) .  U bruo atto (2.2 kb) y el bruo largo (45 kb) de Rcomblnadbn homóiga están Indledos. En la zona 
de color mjo. la r e c o m b i d n  homóiga famb$n puede temr lugar. Los cebadom de PCR están nprrsmtados por puntas de 
&ha. hs dianas de rrmicdbn Hlndlil están indicadas. bs sondas a y b IdentiUcan un ñagrnento de 13,4 kb en d akio W y dos 
fragmentos de 73 kb y 4.4 kb en el aklo donde oaina la recombinación hombloga deseada (R1). La sonda b tamblCn i&nUUca 
una banda de 11 kb si h recombinación ha tenido lugar en la zona no esperada (en mb. R2). 
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flgun 38. Rastreo de clones rewmbinantes del knockout condicional de Pomtl. 0 PCR de clones recombinantes y un control ne- 
gathro wt con los cebadores 2 y 7 que amplilican un fragmento de 2 5  kb. (B) Southem BIot de dones recombinantes en el que se 
muestran los distintos tipos de rewmbinadón. Si ocurre de la manera esperada (Rl), las sondas a y b reconocen un fragmento de 
13.4 kb en d alelo endbgeno y otras dos de 79 kb y 4.4 kb en el alelo mutado. Si ocurre de manen no deseada N). las sondas 
a y b reconocen un fragmento de 13.4 kb en el alelo w i  y obas dos de 11 kb y 4.4 kb en ei aieal mutado. (O Southem Blot de on- 
ce clones recombinantes en los que la recombinación hom6ioga ha tenido lugar de la manera esperada. 
dos iianqwando un gen de resistencia a neomicina 
("floxed neo"), y un tercer elemento loxP situado 3 kb 
hacia la zona 3' & Pomfl. Cuando el DNA exógeno re 
combina de la manera esperada con el de bs células ES 
(RI), se insertan el gen "floxed M y el tercer elemen- 
to IoxP. Dado que el brazo laigo de homología contiene 
el tercer elemento loxP que sólo representa 34 pares de 
bases, la zona de tecombinaci6n homóloga comprende 
unas 73 kb, y la recombinación podría ocurrir en wal- 
quier punto hacia 5' antes de ese elemento loxP (RZ, 
zona roja en la figura 37). Este elemento loxP se marr6 
con una diana de restricción (Hindlll) para poder deter- 
minar mediante Southem Blot que la tecombinación ho- 
móloga ha ocurrido en la zona esperada. 
El plásmido pKOc fue introducido en células ES 
E1 4.1 para que tuviese lugar la recombinación ho- 
móloga. Los clones resistentes a neomicina fueron 
aislados para obtener DNA. Se analizaron un total 
de 6a0 clones, de los cuales 25 resultaron positivos 
en el análisis mediante PCR (Fig. 3 84 y no se mues - 
tran los datos), que determina que la recombinación 
homóloga ha tenido lugar por la zona del brazo cor- 
to. Esos 25 clones fueron analizados por Southem 
Blot y mostraron los dos tipos de recombinación (R1 
y R2). 11 clones recombinaron por la zona hacia 5' 
del tercer elemento I a P  y fueron descartados. Los 
otros 14 recombinaron de la manera esperada, de 
modo que el alelo recombinante presentaba el gen 
Voxed ned' y un tercer elemento loxP a 3 kb (Fig. 
388 y no se muestran los datos). Once de los clones 
que recombinaron correctamente fueron analizados 
por segunda vez para descattar Falsos positivos y 
fueron confirmados mediante el análisis de PCR y 
Southem Blot (Fig. 38A y O. 
Se escogieron dos dones para ser transfectados 
transitoriamente con un plásmido que expresa la re- 
combinasa CRE. Los dones se crecieron en medio sin 
selección. Se han aislado 400 clones, de los que se ha 
extraído DNA para su estudio. Nos encontramos en este 
paso, a la espera de analizar los dones recombinantes. 
6.2. k obtendón del ratón Pomn- es el 
paso pmvb a la obtención del knockout 
condidonal que ayudad a estudiar la 
función de Pamtí en cada iejldo 
La recombinasa CRE puede dar lugar a tres tipos de 
recombinacidn distintos, ya que existen tres e le  
menta loxP: uno delecionaría el gen de resistencia 
a neomidna, otro el fagmento de P o d  y el terce- 
ro ambos genes. En este paso seleccionaríamos los 
recombinantes (tipo 1). mentes del gen neo y que 
mantuviesen el fragmento de Pomn que se quiere 
eliminar ñanqueado por dos elementos loxP (Fig. 
39). La estrategia para compmbar que el gen neo 
se ha eliminado, mediante Southem Blot y PCR, se 
muestra en b figura 40. Tanto los dones recombi- 
nantes de tipo la como lb serían válidos para conti- 
1 + recombinasa CRE 
-m 39. ~sqiuma nprrrmt*ivo & 10s tlpad -bina- 
d6n CRE-ká. llpo l. d i ~ n l ~ d & ~  da gen & rdacdh NEO. 1- 
PO II. ellrnlnadbn del hgmmto Pomn. npo 111. dimhiación 
t a n t o ~ g e n d e ~ b n c o n i o & l ~ ~ .  
Flgum 40. RccomMMd6n C R E W .  Esquema repmcntativo del tipo I de mornblnadbn CRE-lo.@ (sin gen de rkcd6n) en los do- 
nes donde ha oainldo la mCotnt4~dbn hombioga. Tipo la, si después & ia momblnadón queda el ekmento loxP muodo m 
Hlndlll: las sondas a y b w n o m  un íra#mento de 13.4 kb en el alelo endbgeno y dos de 2 5  Lb y 7 9  kb en el al& modllka- 
do. iipo lb, si después de b rranbiiudh queda d ekmento lolP que no rstá marodo can Hlndlll: Isr sondar a y b reconocen 
un hagmcnto de 13.4 kb en el a k b  wty dos de 5.5 kb y 7 9  kb en el aklo tnodlcado. La cllmlnadbn de gen dc vkcdbn se ana- 
liza tamMCn medlante PCR con los abrdorrr 8 y 9. que dlñrirdn con el íragmento w i  en 34 pb del lo.@ que quede. 
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Ugun 41. de pucr dc ratones homodtotos 
~ o m d @ w  O, ratones tnnsg&nlms CRE. ~csuttido de 
la F1: ratones hrnnlarP/+~. Resultado de la f2: ratones 
porn-~u~g p o m W k  o miorm pom& 
Pan quc la ellmln;idki de P o M  sed e k ü n  y p d u a a  un 
ienotlpo uioniul mbos aWoí de P o W  hui de tener 
e h e n t o í  bi P. 
nuar con el siguiente paso. ya que en ambos el gen 
de selecd6n neo x habña eliminado. 
Los i#ombinan@s dessadoa se intipdudrdn en 
Masiods&s,ysetranbwirdnaunauMmeptora 
para generar quimeras que tramitan la alterad611 a la 
Unea gemJnaL Estas quimeras, al auzam con ratones 
wZ darán lugar a r*ones hekdgotos Pomnm, que 
se auzarán entre sl para obtener individuos horno@- 
tos Pomn-. 
A diknenda de los homozigotos P o M t ,  éstos no 
tendrán intemunpido el gen. [hkamwite tendrán dos 
elementos loxP de 34 pb (en zonas intrónkar), ñan- 
queando una m que se eliminad cuando se ex- 
pmse la m b i n a r a  CRE. Esta @6n en el gen 
Pomfi condihiyeunazonaexndalpam la pmteína, 
ya que compiwide el dominio bammembrana V y par- 
tedel~mp"5(ver~2).EsQclimlnadonxconsC 
gue haciendo cruces con ratones bansgénicos que ex- 
pmen CRE bajo el de m promotor lndudble o 
espadfkodetejldaDeestabnna.bsratoncssedes 
andarán nomalmente y wntmlamnos el momento 
y10 d lugar donde ahninar m ñagmmto esenciai de 
Pomn, que Impedirá que la proaIm sea hndonal La 
esba~adeauasemwstraenlaRg1ua41.Para 
poder obtener datos del fenotipo que produzca h e& 
m M 6 n  de P& de mama conadond bs dos 
alelos del gen haklln de ser elhnlnados, de b contra- 
do no obsciwuemoí ningún knoüpo apamte, ya que 
como sabemos, los mtom het- para el gen 
P o m n s o n ~ v l a M a y I é i t l k s .  
Existe un grupo de distmiias musculares congenitas 
en humanos producidas por rnutaciones en pmteí- 
nas relacionadas con la síntesis de O-manosilglica- 
nos. Mutaciones en el gen POMTI. entre otros ge- 
nes relacionados con la O-glicosilación del 
a-distmglicano. son responsables del síndrome de 
Walker-Warbug. una CMD muy hetemgenica que 
presenta malformaciones oculares y cerebrales gra- 
ves. Los pacientes con WWS muestran hipoglicosila- 
ción del a-distmglicano. que deja de actuar como 
nexo de unión entre los componentes del citoes- 
queleto y la matriz extracelular en músculo y neum- 
nas. dando lugar a distmiia muscular y defectos en 
la migración neumnal. Las rnutaciones encontradas 
en los genes que pmvocan en este síndrome sólo 
representan un tercio de los casos de WWS (van Re- 
euwijk et al. 2005a). 
POMTI es una manosiltransferasa que inicia la 
O-manosilación del a-distmglicano. Hasta el mo- 
mento. el a-distmglicano es la proteína O-manosi- 
lada mejor estudiada. y la única diana de manosila- 
ción que se conoce de POMTI. aunque tambien se 
ha descrito O-manosilación en pmteoglicanos cere- 
brales (Endo. 2004). 
Previamente en el laboratorio se había realizado 
el rastreo de una genoteca de músculo esqueletico 
con el objeto de encontrar posibles dianas de ma- 
nosilación de POMTI. Se detectaron varias pmtei- 
nas de interacción con POMTI humano (sin pub/¡ - 
cad. En este rastreo. uno esperarla encontrar 
interacción con el distmglicano. &.te no fue el caso, 
y no resulta extraño, ya que los clones de la geno- 
teca de cDNA están generados a partir de colas de 
oligo dT. Por tanto, muchas de las pmteínas de fu- 
sión corresponden a secuencias 3' no traducidas (3' 
UTR) en el gen original. En los genes humanos, las 
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regiones 3' UTR suelen ser muy latgas. Este hecho 
ocurre en el distroglicano, cuya secuencia 3' UTR es 
de 3 kb. Además. la parte final de la pmtelna (más 
cercana a la 3' UTR) corresponde al p-distmglicano. 
mientras que la región de glicosiladón del a-distm- 
glicano estaría muy alejada del extremo 3' de su 
mRNA. Es bastante poco pmbable que existan clo- 
nes en esta genoteca w n  el CDNA completo del dis- 
troglicano. Por este motivo enfocamos el estudio 
hacia un ensayo de doble hibrido dirigido. En este 
sistema. dado que POMTl posee 7 dominios trans- 
membrana, no pudimos hacer el  ensayo de interac- 
ción con la proteína entera. puesto que los domi- 
nios hidmf6bicos impedirían el paso al núcleo. Por 
ello, se utilizaron las zonas hidroñlicas de POMTI. 
pero no se detectó interacción con el distmglicano. 
No sabemos que confomación tridimensional están 
adoptando las proteínas de fusión que se han cons- 
truido, y desde luego. no tendrá nada que ver el ti- 
po de plegamiento de estos fragmentos con el de la 
proteína nativa. También, puede que la reacción en- 
zima-substrato no sea lo suiicientemente estable en 
el tiempo para poder ser detectada con este siste- 
ma. y es más que pmbable que requiera de la ayu- 
da de otros muchos factores que se hallen en el 
R.€, no en el núcleo. 
En levaduras, varios miembros de la familia de 
las PMTs fonnan complejos. homodímems o hetem- 
dimeros (Ginbach and Strahl, 2003). Parece que es 
necesaria la presencia de ambas proteínas para 
conferir la máxima actividad manosiltransferasa in 
vitro (Manya et aL. 2004). Esto sugiere que deben 
funcionar como heterocomplejos. aunque no existe 
evidencia física de interacción entre POMTI y 
POMT2, ni se conoce el mecanismo que regula la 
formación de los mismos ni la función de estas pro- 
telnas. Con los ensayos de doble hlbrido dirigldo 
nosotros no hemos conseguido detectar interacdón 
entm WMTl y WMT2. si bien, estos ensayos se n- 
alkamn, como ya se ha dicho. con fragmentos hi- 
drofflicos de las pmteínas ("loops" 1 y 5). Si 
POMTl y POMT2 forman complejos. al menos los 
'loop"s de b zona del Iúmen de RE no partidpan 
en la fonnadbn de los mismos. Como en el caso dcl 
ensayo de unión al distmdicano. debe haber multi- 
tud de factom que determinen la fonnadón de es- 
tos complejos. 
Las pmtelnas detectadas en el mstno de la ge- 
noteca de m k u l o  esqueiético @381P, CRYAB, HS12. 
HsprlO, Cm-11 o ceramidasa rnitocondih0 Interac- 
cionaban con d 'loop" 1 de POMT1. que por homo- 
lo@ con d "loop" 1 de la S8mtl. podtía estar im- 
plicado en la actividad enzimáüca (~rrbach d aL, 
2 0 0 4  Mediante este estudio hemos detenninado 
que sólo dos de ellas @38P y HSJ2) intemcdonan 
tambien con el 'loop" 5 de POMT1. En levaduras se 
piensa que este 'loop" pattidpa en el monodmien- 
to del sustrato (Qrrbach et aL, 2 0 0 4  Es más. esas 
dos pmteínas intemcdonan tamMCn con los 'loow 
1 y 5 de POMT2, por lo que podtfan ser dianas de 
manosiladón. En el "loop" 5, hay tres domhios MiR 
que se encuentran tanto en manosiltransienwí co- 
mo en naptoies de ibnodina y iP3, de ahl d nom- 
bre. Estos dominios parecen tener afinidad por li- 
gando en 13PR. También se han encontrado m 
pmtelnas SDRL QMIR) y en SDRL QMIRJ. que for- 
man patte de complejos pmteicos de plegamiento 
en el R.E @ntin& 2 0 0 9  Meunier et al.. 2004. 
WMTl es una pmtelna integral de R.E. En este 
compaitlmnto tienen lugar simultáneamente proce- 
sos de modiflcadón post-tmducdonal (como la di- 
cosiladbn). plegamiento de pmtelnas y agngadón 
de subunidades que determinan la estmctura se- 
cundaria o terciaria de las proteínas. Esto ocurre 
con la ayuda de deitas chapemnas. En el lumen del 
R.€. hay gran cantidad de complejos proteicos de 
plegamiento. así como de pmteínas que se están 
procesando. Aquí tiene lugar un fenómeno de con- 
trol de calidad. dirigido por las chapemnas, por el 
cual las pmtelnas incomctamente plegadas o pm- 
cesadas quedan ntenidas en el R.E. para ser npa- 
radas. y son ndidgldas al citosol. donde se degra- 
dadan por el proteosoma (Kleinn and Braakman. 
2004). 
La pmteína de interacdón con POMTs, HSI2, es 
la chapemna homóloga a la Dnal de E. coll. que 
pertenece a la fimilia de las chapemnas de choque 
termico de Hsp40 (Hanal and Mashima, 2003). Se 
expnsa prindpalmente en testículo. donde pance 
que se une a un pmto-oncogen (Pltultary tumor- 
tnnsfonnlng gene. m). cuyo RNA se expm en 
células pnninales masculinas (Pei. 1998). La fimi- 
lia de Hsp4O se caracteriza por poseer un dominio 
DNAJ J que determina la unibn a Hsp70. proteina 
con b que actúa en el plegamknto de dcitas prote- 
ínas (Hennessy et al.. 2005). Cudosamcnte, Hsp40 
tambien se une al 'loop"1 de WMTl. Puede que 
HSJ2 este ayudando en el pmcesamiento de las 
POMTs. o en la fonnadón del heterocompkjo entre 
POMTl y POMT2. Los dominios MiR en WMTl y 
POMT2 podfian fundonar, por un lado como zonas 
de reconocimiento de substmto y por otm, como 
posibles dominios de unión a chapemnas. 
La pmtelna de interacdón con p38 @38iP) tam- 
bien interacdona con WMTs. Es un posible un fic- 
tor de tmnscripdón que estd poco caracterizado 
(Gomes et aL. 2002). p38iP se conoce tambien co- 
mo Cl3orfl9. y su expresión se ha visto disminuida 
en varias llneas celula~es de cáncer y en muestras 
de tejido de carcinoma de pr6stata. También puede 
apancer alterada en distintos tipos de cáncer de ri- 
Aón (Schmidt et al, 2005). El andlkis de secuenda 
de p38iP predice varios sitios de posible O-glicosi- 
ladón. Existe un gran númem de pmteínas nudea- 
n s  que se encuentran O-glicosiladas. entn ellas. 
multitud de fictons de transcripción Wells and 
Hart. 2003). Aunque el azúcar más común que se 
une en O-Ser/Thr suele ser NAcGlc, puede que exis- 
tan sitios de O-manosilación en p38iP. Esto podría 
reladonar a POMTl con sefialización y regulación 
de la expresión genica. o bien con reguladón del ci- 
clo celular y cáncer. 
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La a cristalina B (CRYAB), aunque solo se ha 
visto interacción con el 'loop" 1 de POMTI. tiene 
cieno interés por los tejidos donde actúa. Pertent 
ce a la famllia de chaperonas de choque termico 
pequehas. En corazón, es la Hsp pequefla más 
abundante y que mejor se conoce. Se piensa que 
estas chaperonas protegen a las proteínas del d- 
toesqueleto en respuesta al estrés del entorno, 
responsable de un inconecto ensamblaje de las 
prdelnas. CRYAB actúa formando polímeros. los 
cuales se unen a los complejos inestables estabili- 
zándolos y reparando el plegamiento incorrecto 
(Kumarapeli and Wang, 2 0 0 4  Mutadones en el 
gen CRYAB producen miopatla reladonada con 
desmina, y que esta Hsp ayuda a ensamblar los 
filamentos de desmina en el  citoesqueleto Mcart 
et aL. 1998). En el cristalino, tambien se han des- 
crito mutadones en CRYAB que producen cataratas 
congénitas del polo posterior del cristalino. Se co- 
nocen muchas modificaciones post-traducdonales 
de esta proteína. las cuales son necesarias para 
formar un entramado proteico con CRYAA en el 
cristalino. 6i t r estas modificaciones se incluye la 
adición de O-Nkac @eny et al.. 2001). CRYAB 
podría presentar tambien algún O-monosiiglicano 
que fuera igualmente importante para formar com- 
plejos en los tejidos donde actúa. Esta chapemna 
podría estar relacionada con POMTl y con los de- 
fectos oculares que presentan los pacientes con 
WWS. 
Por último. las otras dos proteínas que interacdo- 
nan con POMTS: aramidasa mitocondiial (con PONI  
Y POMT2) y COXll (can POMTI) son proteínas mito- 
condriales. La aramidasa mitocondrial podtía estar 
implicada en b ruta del metabolismo de esiingolípidos 
dentro de b mitocondiia @ Bawab et al, 2000). 
COXll es una chapemna de unión a cobre necesaria 
para la fonnadón del complejo dtocromo C. en la ca- 
dena espiratoda de mitocondias @and et al. 2004). 
Puede que estas proteínas necesiten estar manosib- 
das para ejercer su fundón en la mitocondiia. 
Si las proteínas que interaccionan con POMTI 
fuesen defectuosas. podrían afectar a la función de 
POMTI. Por ejemplo, mutaciones en los genes de 
las chaperonas Hsp40. HSJ2. CRYAB o de otras cha- 
pemnas podrían afectar al procesamiento de 
POMTI. impidiendo que se plegara y/o se anclara a 
la membrana del R.E. conectamente. igualmente se- 
rían incapaces de formar los posibles complejos en- 
tre POMTI y POMTZ. en caso de que actuasen ayu- 
dando en la formación de estos complejos. Del 
mismo modo. si estas chaperonas actúan sobre las 
dianas de monosiladón de POMTI (distroglicano). 
podrían impedir el conecto procesamiento de las 
mismas. Podría ocurrir que estas u otras chapero- 
nas controlen la maduraddn de las proteínas modi- 
ficadas en el R.E. y quieran O-manosilglicanos. Si 
estuviesen mutadas en las zonas de O-manosila- 
dón. podrían provocar defectos en el  control de ca- 
lidad de de- proteínas. que se agregadan sin di- 
rigise a su destino y provocatían daflos celulam. 
Los genes de las proteínas que interacdonan 
con POMTI, en general, podrlan ser candidatos 
para la búsqueda de nuevas mutadones teladona- 
das con los casos de WWS que aún no están aso- 
ciados a ningGn gen. La posible fundón que ten- 
gan estas proteínas Con respecto a POMTs, ya 
sean dianas de manosiladón o proteínas de plega- 
miento está por determinar. 
El gen onblogo de POMn en el ratón tiene una 
estructura genárnica muy paredda al gen humano. 
Ambos codifican una proteína de 724 aa. La se- 
cuenda proteica del rat6n presenta un 93.8% de 
homología y un 85.7% de identidad con mpecto a 
la secuencia humana. con lo que los datos de ex- 
p mi131 y función de Pomtl en el ratón podrían ex- 
trapolase a lo que ocum en en humanos. De h e  
cho. la expresión detectada del gen Pomn en el 
ratdn adulto es muy similar a la del gen POMn en 
humano. En ambos casos. la máxima expresión se 
detecta en testículo. y la mínima en músculo es- 
queletico. aunque se expresa todos los tejidos ana- 
lizados en cada caso. Este patrón de expresión se 
repite con el mensajero de PomP en el ratón. lo 
que sugiere que ambas proteínas tienen mecanis- 
mos de regulación de la expresión muy parecidos. 
En cuanto a la pmteína, nuestms datos de Wes - 
tem Blot en tejidos adultos de ratón indican que 
Pomtl se expnsa en músculo esquel6tico y cora- 
zón. Por el contrario, parece que Pomt2 se expresa 
en testículo. pem no se detecta ni en músculo es- 
quelético ni en corazón (Willer et al.. 2002). El que 
no hayamos detectado Pomtl en testículo podría 
deberse a que en el ensayo de Westcm Blot hemos 
utilizado 40 pg de pmtelna (la mitad de la cantidad 
utilizada por Willer en la d a d 6 n  de Pomt2). Wi- 
ller no detectó Pomt2 en coarón y músculo esque- 
lético con el doble de extracto pmteico que usamos 
nosotms. ni aún forrando las condidones del ensa- 
yo (con extractos de 240 pg de pmtelna) (Wlller. co - 
munlcacl6n personab. Estos datos podrían sugerir 
hinciones independientes de Pomtl en músculo es- 
quelético y corarón. y de Poma en testlalo. Se ha 
sugerido que POMT2 podría estar reladonado con 
la espennatogénesis, ya que su expnsión en testí- 
culo se centra en el acrosoma de las espennátidas 
en f&e de maduradón y en los espennatozoides 
maduros (Wilkr et aL, 2002). 
La inmunodetdón de Pomtl m mGsculo esque 
I&co y corazón confinnó nuestms datos de Westem 
Blot Pomtl se expnsa en todo el entramado del re- 
tículo sarcophsmáüco de las alulas de músculo es- 
qud€tico y cardíaco. En el músculo esquel6tico. 
Pomtl se distingue también en la negl6n subsarcol€- 
mica. justo por debajo de la membrana pbsmática. 
donde esta se comunica con d nticulo a trav€s de 
los túbulos T. En h á luh  del múxulo cardíaco. la 
expresión de Pomn es más inegular, ya que el Wl- 
culo sarcoplasndtlco está menos otganlzado. Mido- 
nalmmte, la expiesión de Pomt2 en los mismos teji- 
dos descarta h suposid6n de que ambas pmteinas 
ejercen hrndones distintas en diferentes tejidos. 
Pomt2 se localiza también en el nticulo sarcoplas- 
máüa, de álulas musculans y cardíacas. Estos da- 
tos sugieren que POMTI y PON2 ejemn su funaón 
en el tejido muxuhr, pmbabkmente manosilando al 
distmglicano, y rehierran la hipótesis de que am- 
bas pmtelnas actúan conjuntamente. aunque no d e  
muestran que fonnen complejos. 
El estudio de la expmión in sltu del mensajem 
de Pomn, así como la inmunolocaiización de la 
pmtelna en el testfalo de ratón conlnnamn que. 
en este tejido. POMTI y POMT2 ejercen su fundón, 
ya que tanto el RNA como la pmteína de ambas se 
expresan de manera muy pandda 
En los túbulos seminlfems del testículo tiene lu- 
gar la espennatogéncsis. un proasso por el cual las 
&lulas genninales masculinas maduran hasta con- 
vertise m espennatozoides (Ge rdner, 196Q La ex- 
pnsión de Pomn se localb6 en dos tipos conarta 
de células gennlnaks masculinas, las espennatogo- 
nias y los espennatodtos primarios. Las espetmato- 
gonias se consideran las alulas tmncaks d d  testí- 
culo. Su fundón prindpal es mantener h producdón 
de & l u b  productoras de espennatotoides y ngt 
nerar nuevas células tmncaks. Estas dlub se divi- 
den para dar lugar a espennatogonias de tipo A (& 
lula tmncao. o espennatogonias de tipo 6 (cüuhs 
difemidadas). Estas GMmas se transforman en es- 
petmatodtos primarios, que entran en meiosis y 
quedan retenidos en pdase durante mucho tkmpo. 
Cuando se produce la pdmera división generan es- 
permatodtos seutndaih, que üevan a cabo rápida- 
mente la segunda divlsión melótica. Las espennáti- 
das son las células haploides que multan de esta 
dhrisión. Estas células llevan a cabo una breve pem 
intensa actividad tranxripdonal, en la cual muchos 
RNAs se almacenan en forma de ribonudeopattícu- 
las. Después sufnn una sede de cambios motfológi- 
cos en el citoplasma y el núcleo para transfonnaise 
en espennatozoides. Este pmceso. denominado es- 
permiogénesis. es independiente de tranxdpdón. y 
los RNAs almacenados tras la melosk se van tradu- 
dendo a medida que se van necesitando 
1998 Schmidt et aL. 1999. 
La expresión de Pomn detectada en la primera 
fase de la espennatog6nesis sugiere que los RNAs 
de Pomn se transcriben durante la fase diploide. y 
que la pmtelna es mcesaria en pmcesos posterio- 
res. Pomn debe tradudrse en los espennatocitos 
secundarios o en las espenndtidas tempranas. En 
las espennátidas redondas no se detectaron niveles 
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significativos de mensajero. lo que indica que el 
RNA de Pomn no se almacena en forma de ribonu- 
cleopartkuhs para tradudrx más tarde. 
En la fase de espennátidas redondas, varios or- 
gdnulos (núdeo. R.E.. aparato de Golgi, mitocon- 
drias. centriolo. etc) llevan a cabo cambios bioquF 
micos y estructurales. En el núdeo. las historias se 
sustituyen por pmtaminas. las mitocondrias y el 
centriolo migran para formar el amnema y se forma 
el acrosoma a partir del R.E. y del aparato de Golgi 
prindpalmente. En la fase de elongadón (fase tar- 
día). la cmmatina condensa. el acmsoma se com- 
pacta y se despnnde el cueipo midual con los or- 
gdnulos que quedan en el citoplasma Dadoune, 
1994; Schmidt et al. 1999). 
Pomtl podtía tener un papel impoitante durante 
la espermiogénesis. La expmión de la pmteína en 
el aaosoma de las espermáüdas en todas M faS6 
de maduradón confirmó lo que habíamos supuesto: 
el RNA de Pomn se tradua antes de la generación 
de las espermáüdas (fase haploide), porque la pm- 
terna ya está pmcnte en espermdtidas ndondas. 
en fase de elongadón y en f&e de maduradón. 
El acrosoma se forma en las espermdtldas de fa- 
se temprana (fw Golgl). prindpalmene a partir de 
las vesfculas del Golgi que comienzan a fusionase 
para formar en la parte anterior del núdeo la vesí- 
cula acrosomal. En la fase de cubierta, el acmsoma 
se alarga aplastándose sobe el nBdco. A este se in- 
corporan gtánulos con multitud de enzimas IRicas y 
glicopmtelnas. En la fase tardla, el acmsoma se 
vuelve más compacto cubriendo al núdeo en un h e  
misfedo (fase acmsomal). para terminar cubriendo 
prácticamente el núcleo en su forma más compacta 
en las espermdtidas maduras (Uermont and Tang. 
1985; Abou-Halla and Tulsiani. 2000) 
Aunque el acmsoma pmviene principalmente de 
vesículas del aparato de Golgl. se han descrito ca- 
sos de pmteínas de R.E. que se translocan al Gol@ 
para formar parte del acmsoma. Iln ejemplo de t- 
tas es la calreticulina. TambiCn existen pmtelnas 
que se incorporan al acmsoma directamente desde 
el R.E. a travb de una vía llamada aextra-Golgi" (Ta- 
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nii et al., 1992; Nakamura et al., 1993). Pomtl po- 
dría llegar hasta el acrosoma a través de aialqulera 
de estas dos vlas. 
En la superflde de los espermatozoides maduros 
se expman multitud de molCculas de nconod- 
miento de carbohidratos (gticosiltransferssas, dice- 
hidmlasas y10 moleculas tipo iectlna), que nwno- 
cen las cadenas de oligosacáridos (sobre todo 
O-gllcanos) de las glicopmtelnas de la zona peluci- 
da QP) en los oodtos. Las pmteínas de la superfl- 
de del espermatozoide están cubieitas por una a 
pa de carbohidratos que pmtegen los sitios de 
m o d m k n t o .  Durante la capadtadón. estas mo- 
I€culas se liberan y las pmtefnas se unen a sus li- 
pndos  en la ZP para desencadenar la 1eacd6n 
acros6mica (Tukianl, 2000). 
El mecanismo por el cual una glicosiltransferasa 
en la supetñde del espermatozoide nwnoce los O- 
dicanos de la glicopmtelna ZP3 está muy estudia- 
do. La p1-4Galactosiltransíerasa (GalT) fundona co- 
mo una kdlna nconodendo los d d u o s  de NAcGlc 
de ZP3. En el  espermatozoide decapadtado, GalT se 
encuentra unida a poli-N-acetil ladosaminas 
~cGlcGal). por los residuos de NAcGlc Cuando 
ocune el fenómeno de capacitación, se liberan es- 
tos polimeros dejando expuesta a GalT. que ncono- 
ce los NAcGlc de ZP3. Después de la unión. ocune 
la nacción acmsómica por la que se liberan enzi- 
mas líticas que permiten la entrada del núcleo en el 
óvulo. El óvulo libera al medio N-Acetil giucosamini- 
dasa para que se mmpa la unión de GalT a NAcGlc 
de ZP3 y evitar asl la polispermia (Shur and Hall. 
1982; Nixon et al.. 2001). 
POMTI podtía aduar de manera similar a GalT 
~ ~ 0 n 0 d e n d 0  residuos de O-manosa unidos a las 
proteínas de la ZP. aunque de momento no se han 
descrito O-manosilglicanos entre los oligosacáridos 
de estas glicoprotelnas. Ente las cadenas de O-gli- 
canos de las ZP, hay muchas terminadas en Galpl- 
4NAcGlc. que parecen estar implicadas en el nco- 
nocimiento y unión entre los pmetos (Easton et 
al.. 2000; Dell et al.. 2003). Los O-manosilglicanos 
del a-distroglicano, en cuya sintesis participan 
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POMTI y POMT2, son del tipo Siaa2-3Galpl- 
4NAcGlcl-2Man-SerDhr. Nuestros datos mostraron 
que el distmglicano no se exptesa en ningún tipo 
de célula germinal. sino que queda relegado a la 
pared de músculo liso de los túbulos seminiferos. 
Por este motivo quedarla descaitada como diana de 
manosiladón de POMTI en el testículo, a l  menos 
durante la espermatogénesis. Esto sugiere la exis- 
tenda de nuevas dianas de manosiladón en el tes- 
tículo. El complejo POMTI/POMT;Z podtía comenzar 
la síntesis de O-manosilglicanos del tipo que pre- 
senta el a-distmgiicano o más cortos (sólo de O- 
Man) en giicopmtelnas de supeifide del espermato- 
zoide. que podrían participar en el reconodmiento 
de los disacáridos Galpl-4NAcGlc de las proteínas 
de la ZF! Futuros estudios nos ayudatán a entender 
cual es el papel concreto que juegan POMTI y 
POMT2 en la espermiogénesis si estdn nladona- 
dos o no con fertilidad. 
En humaios. POMTI 4 reladonado con enkr- 
medades neuromusculares como el síndrome de 
Walker-Waiburg. WWS es la más grave de las "d'dis- 
troglicanopath" que se conocen. ya que los indivi- 
duos que lo padecen mueren durante los piimeros 
meses de vida y no sobreviven más de 3 aflos. Es 
una e n h e d a d  de herenda autosómlca mrsfva. 
Las caraderlsticas dlnicas incluyen distrofia m w -  
lar congénita. hidrocefalia, defectos en la migradbn 
neumnal que causan lisencefalia de tipo ii. agenesia 
del cuerpo calloso, W 6 n  de los hemisñrios. dlhta- 
ci6n del cuarto venttículo, hipoplasia cerebelar y en- 
ceíalocek. A h á s  del fenotipo cerebral los paden- 
tes p e n t a n  anomalías ocuhm congénitas como 
cataratas. miuoblmia, buftalmia. hiperplasla prima- 
ria del cuerpo vltno y anomalía de Meter (van Reu- 
wijk et al., 2009. El papel de POMTl durante el 
desarrollo muscular y cerebral parece ser esendal. 
En el ratón. Pomfl se expresa a lo largo de todo 
el desarrollo embdonado, sobre todo en las zonas 
donde se están formando el músculo. el coraz6n. el 
ojo y el cerebm. En el cenbro. la mMma expresión 
de Pomn se concentra en el techo del cuatto wnttí- 
culo, fuente de liquido ceíalonaquídeo (LCR). El LCR 
se fonna a partir de los plexos coroideos en las cavi- 
dades ventriculam del cerebro (ventiiculos latera- 
les, tercer y cuarto ventdculo). Ruyc por el sistema 
ventricular, conectado con el canal central de la m& 
dula espina1 Los plexos comideos son Invaglnado- 
nes de células ependhnadas que están cubkitas por 
una capa externa de pía muy vaxularizada. En el  
cuarto ventrículo, exJsten unos poros por b s  que a 
le el LCR hada la médula espinal. conocidos como 
Foramina de L u k  (en los laterales) o de Magcndk 
(en h zona medial) Nauñnan and Bard. 199q. 
Cuando estos poros se encuentran obstruidos, las 
cavidades ventdculam se Uenan de U R  y se produ- 
ce hidrocefalia. que es una de hs caracterlsticas clí- 
nicas de los pacientes de WWS. Otra caracterinica 
que pFescntan los pacientes con WWS a la Wbn 
de los hmiisferios cerebrales (Beltran-Walewde üer- 
n a k  et al ,  200a Es necesario que se forme una 
capa de meninge continua, junto con una membrana 
basa1 asociada a ella. para que se forme la flsura in- 
tethemisférica en el cortex cerebraL la expmibn en 
el ted~o dcl cuarto ventrkulo podib estar rebdona- 
da tambien con la formación de esas membranas 
basales asodadas a h capa de pía. 
El techo de los ventrlculos laterales comienza a 
estrawicaise cuando las neumnas post-mitbücas de 
la capa del manto migran hada la capa maiginal 
(más externa). Éstas forman el cottex neopallal. que 
dará lugar al hitun, cortex cerebral de los hernkft 
rios cerebrales (Kauíman and üard, 1 9 9 9  Cuando la 
migradbn de estas células es dehxtuosa se desor- 
ganizan las capas del cottex cerebral dando lugar a 
una sede de anomalías estructurales. entre alas li- 
sencefalla. Los padentes con WWS piesentan. a d t  
más de Ikencefalia. un agrandamknto de los ventrí- 
culos laterales. La expmibn de Pomfl en las células 
de h capa del manto de los ventdculos laterales in- 
dica que Pomtl podrla estar implicado en la migra- 
dbn neumnal 
En cuanto a la expresión en el ojo en desarrollo, 
hemos visto que Pornfl se expresa en la capa neu- 
ral (Interna) y la capa pigmentada (extema) de la rp 
tina. aunque su expresi6n es mayor en la red MSCU- 
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lar de la cavidad haloidea. Esta red contacta con el 
cristalino y la capa neural de retina, y es responsa- 
ble de formar el el humor vltreo. Curiosamente. el 
a-distmgilcano se ha detectado en la lamina basa1 
de la capa neural y en el pañnqulma de la retina. 
donde pance que se encaiga de la organizadón de 
las sinapsis retinianas (Moukhles et al., 2000). Es- 
tos datos reiadonan los defectos oculam encontra- 
dos en los pacientes WWS más diredamente con 
POMTI y la defldencia de glicosiladón del a-dis- 
troglicano. 
En mumen. Pomn se expnsa en zonas que pa- 
recen críticas para el comcto desarmllo del cerebm 
y el ojo. que cuando se ven afectadas podtían dar 
lugar a malformaciones del tipo que presentan los 
padentes con WWS. Pance que Pomtl es más im- 
portante para el desarrollo del sistema nervioso 
que para el muscular, aunque se expresa muy dara- 
mente en el corazón en el desarmllo. La dlstrofla 
muscular congénita en estos padentes podría con- 
siderase una característica cilnica secundaria en 
comparadón con las malformadones cerebrales y 
oculares que pnsentan estos padentes. 
Como hemos visto, en el  adulto. Pomtl parece 
ejercer su fundón en músculo y corarón. pmbable- 
mente O-manosilando al dlmoglicano, aunque no 
sabemos aún cual es su papel en el cerebro. Re- 
cientemente se ha descrito el  patr6n de expresión 
de los genes POMGnPI. ñrkutina y POMPI en cere- 
bro de raton. Parece ser que los tm genes se ex- 
presan prindpalmente en astmcitos. que están im- 
plicados en la formadón de membranas basales en 
los llmites de la día. WMTl y WMGnTl se expie- 
san tambien en muchas neumnas maduras. lo que 
indica que POMTI y POMGnTl tienen algún papel 
adicional en el cerebro adulto @amamoto et al., 
2004). 
Junto con los estudios de expresión de Pomn, 
hemos generado el animal knockout mediante inte- 
rrupdón alelica en celulas ES. En un prindpio pen- 
samos que podríamos obtener un animal modelo 
de estudio de enfemiedades neuromuxulam. pero 
la intempción de Pomn resultó ser letal durante la 
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embriog€nesls. Los individuos heterozigotos mul- 
taron ser viables y féitiles, y no mostramn ningún 
knotipo anormal aparente, lo que concuerda con la 
herenda recesiva de los padentes WWS. La letaii- 
dad embrionaria temprana (E65-0.5) observada 
en los ratones Pomtl+, contrasta con los efectos de 
las mutaciones encontradas en los padentes afecta- 
dos con w. La raz6n por la que la mutsdbn 
Pomn+ reprrsenta un fenotipo evidentemente más 
d W c o  se debe a los defectos que hemos obsewa- 
do en la membrana de Reichert Esta membrana es 
específica de medons. Es una de las primeras 
membranas q w  se forman en el embrión y fundona 
como Rltro, proporcionando nutrientes al embrión e 
impidiendo el  paso de dlulas matemas a éste (Sa- 
lamat et al., 1995; Wlllamson et al., 1997). En el 
ratón. el distrogücano juega un papel importante a 
la hora de ensamblar los componentes de las mem- 
branas basales, uniendose a la laminina soluble y 
oganizándola en la superfide celulac (knry and 
Campbeli, 1998). Es probable que la glicosiladón 
del a-distroglicano sea un nqulsito indlsptnsable 
para la formación de otras membranas basales en 
humanos. Ei hecho de que los padentes de WWS 
presenten defectos en las membranas basales de 
los límites de la glla. avala esta hipótesis (Beltran- 
Valero de Bemabe et al.. 2002). 
Estd bastante aceptado que las cadenas carbo- 
nadas en general. y en particular los O-manosilgli- 
canos son necesarias a la hora de determinar las 
propiedades de unión a ligando del a-dlstroglicano 
(Maitin. 2003). De hecho. se ha visto que el dlstro- 
glicano esta hipoglicosilado y su unión a laminina 
se ve afectada en tejido muscular de padentes con 
WWS, MEB, FCMD y CMDIC (Brockington et al.. 
2001a; Michele et al., 2002; Kim et al, 2004, Mun- 
toni et al., 2004; Muntoni and Voit, 2004). In vitro, 
la conecta glicosiladón del distroglicano parece ser 
cruda1 para que el procesamiento de esta proteína 
tenga lugar, y para que se dirija a la superficie celu- 
lar (Esapa et al.. 2003). In vivo, se han visto defec- 
tos en la dirección de las subunidades a y p del 
distmglicano a su destino debido a la hipoglicosila- 
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ción observada en tejido mwular y cerebral del ra- 
tón miodistróRco, myd (Michele et al.. 2002). Este 
ratón es un modelo natural causado por una muta- 
ción espontánea que anula el gen Large, posible 
glicosiltransferasa. Presenta un fenotipo con distro- 
fla muscular severa principalmente. aunque tambien 
presenta deledos m la migradón muronal anoma- 
lías cadfacas y defectos en la transmisión retina1 
(Gmval and Hewitt, 2002; Holzfeind et al., 2002). 
Curiosamente. hemos observado una reducdón 
de ambas wbunidades a y p del distroglicano en la 
membrana de Reichert de los embriones Pomtí+, 
que obviamente. se debe a un mlutamiento defec- 
tuoso de laminina en esta membrana. En el ratón 
knockout del distmglicano. la falta de mlutamiento 
de laminina conduce a una pérdida de la integridad 
de la membrana de Reichert y causa letalidad em- 
bdonaria en la gastruladón temprana (Wllliamson 
et al.. 1997). De hecho. el fenotipo observado en 
los embdones camites de Pomn mimetizan el mo- 
delo knockout para el distrogllcano. Es más, la leta- 
lidad embdonaria obsewada en nuestro modelo se 
debe a un fallo m la función de la membrana de 
Reichert. que deja de actuar como Rltm entre el em- 
bdón y el tejido materno. 
Debido a que la membrana de Reichert es exclu- 
siva de roedores, y a que los miduos glicosldicos 
del dimglicano estdn implicados directamente en 
el ensamblaje de esta membrana. serla diñdl ata- 
blecer modelos de ratón apropiados para las CMDs 
relacionadas con la glicosiladón del distroglicano 
(distrogiicanopatías). üna de las posibles solucio- 
nes para solventar este problema serla la elimina- 
ción de genes en tejidos espedffcos. como se ha 
hecho recientemente con el distmgiicano en müscu- 
lo y en cerebro. La eliminación selectiva del distro- 
glicano en el cenbro de ratón (en los astrodtos) re- 
cuerda las anomalías encontradas en el cerebro de 
pacientes con CMDs asodadas a la hipoglicosilación 
del a-distroglicano. Parece que el distroglicano es 
necesario para formar las membranas basales que 
acompaíían a las capas de las meninps, concreta- 
mente a la pía en el cortex cerebral y cerebelar (Mo- 
ore et al., 2002). La eliminación del distroglicano en 
el músculo esquelCtico desarrollado da lugar a un 
fenotipo leve de distrofia muscular, ya que las célu- 
las satelite del músculo, que siguen exprrwido 
distrogllcano. aportan una efidmte y contínua mge- 
neración del músculo esqueletico. Esto ocum en 
músculo esquelético de pacientes con distrofia 
muscular suave debida al incorrecto procesamiento 
del distmglicano (Cohn et al.. 2002). 
Existen otros modelos en el ratón que tambien 
pmentan letalidad embdonada debido a defectos 
en la formación de esta membrana. Redentemente 
se ha descrito el caso de la hrkutina, una posible 
glicosiltransferasa relacionada con la glicosiladón 
del distroglicano Wurahashi et al., 2005). En huma- 
nos, la inserción de un ntrotransposón de 3kb en 
la región 3' no tradudda del gen de la hrkutina cau- 
sa la CMD de Fukuyama (FCMD) Wobayashl et al.  
1998). sl bien mutadones en homdgoais en la te 
gi6n codiRcante producen efectos m8s graves simi- 
lans a los WWS Wayashi et al, 2007; üeltran- 
Valero de Bemabe et al. 2003). Para solventar el 
problema de letalidad embiionarla se han gcncrado 
ratones quimera para el p n  de la hrkutina, que 
desarrollan distrofla muscular severa con dismlnu- 
ci6n de la glicosilación del a-distroglicano y su 
unión a laminina, desoiganizadón de las capas del 
cortex cenbral, fusión de los hemisferios en algu- 
nos puntos y anomalías en la lente. con la pedida 
de la estructura laminar y desprmdimiento de teti- 
na (Takeda et aL, 2003). Estos datos fenotípicos se 
parecen a los encontrados en padentes con KMD. 
Recientemente. un estudio más exaustivo del des- 
arrollo cenbral en estos ratones quimera indica que 
los defectos en la cotteza cerebral no se deben a un 
fallo en la migración de las neuronas, sino a la des 
organización de la membrana basa1 de los limites 
de la glía. la cual estd causada por la perdida de 
unión entre el distmgiicano hipoglkosilado y sus li- 
gandos en la membrana basa1 (Chiyonobu et al.. 
2005). 
El rat6n miodistrólco myd muestra un Anotipo 
de distmRa muscular con algún tipo de anomalía ce 
rebral y ocular. La mutadón en el gen Large que pte- 
senta este ratón es una deledón que ocum de for- 
ma natural ( G m l  and Hewitt, 2002 Holzfeind et 
al. 2 W a  En humanos, mutadones en el gen LAR - 
GE provocan un tipo de CMD con defidenda secun- 
daria de merosina (MDC1C.I (Longman et al. 2003. 
LARGE, es una posible gücosiltranskrasa implicada 
en b glicosiladón del adistmgücano. ya que tanto 
en el ratón myd como en la CMD equivalente en hu- 
manos (MDCID). el distmglicano se enarmtra hipo- 
glicosilado. En MDCID. únicamente se ha descrito 
un caso con mutaciones en el gen LARGE que pre- 
senta anomalias cenbrales y ocubm bngman et 
al. 2 0 0 3  Ei motivo por el que el ratón myd no 
muestra un knotipo ktal nos hace suponer que los 
OmanosUglicanos implicados en la fonnadón de 
membranas basaks tempranas, como la membrana 
de Reicheit en cuya síntesis partMpa Pomtl. no es- 
ffin alterados en el ratón myd Esto supone que Lar- 
ge no partldpa en b síntesis de las mismas cadenas 
en que partldpa Pomtl. 
Supuestamente, la unión del a-distmglicano a 
uno de sus ligandos (laminina d). está mediada 
por O-manosilglicanos (Sasaki et al.. 1998; Endo 
and Toda, 2003). Aproximadamente el 70% de los 
Oglicanos en el distrogiicano. son del tipo O-mano- 
siiglicanos. y el 30% mtante son O-glicanos de ti- 
po mudna. iniciados con residuos de M a l  (Sasa- 
ki et aL, 1998). El 30% de O-glicanos tipo mudna 
podría unirse tambien a laminina, ya que al tratar 
los O-glicanos del distroglicano con neuraminidasa 
(que elimina los ácidos siálicos) no se inhibe por 
completo ia unión a laminina (Enrasti and Campbell. 
1993). Nuestros datos en el embrión. junto con los 
datos de estudios en músculo de pacientes WWS 
(Kim et al.. 2004). indicarían que. en tejido no mus- 
cular. los O-manosilgiicanos son esenciales para la 
maduracián y/o la dirección del distmglicano a la 
superficie celular, mientms que en músculo afectan 
principalmente a su unión con laminina. Ni los tesi- 
duos restantes de O-glicanos. ni otms receptores de 
laminina como las p l  integrinas, compensan la pér- 
dida de unión mediada por los O-manosilglicanos. 
POMTI y POMGnTl participan en las primeras 
etapas de la formación del tetrasacárido del tipo 
SiaaZ-3Gal$l-4Mlcl-2Man-kr/nir en el a-dis- 
troglicano. Son glicoslltransferasas pmplamente di- 
chas, puesto que de ambas se ha demostrado la ac- 
tividad enzimática (Yoshlda et al., 2001; Manya et 
al, 2004). Estos dos genes son los mponsables de 
WWS y MEB, iespedlvamente. las dos distmglica- 
nopatías más graves. Los genes que introducen E- 
siduos de galactosa y siálico en estas cadenas aGn 
no se han identificado. 
El gen LARGE codifica una putativa gücosiitrans- 
ferasa bifundonaL Presenta dos dominios Asp-X- 
Asp que están muy conservados en famllias de gli- 
cosiltransferasas y son esenciales para la actividad 
enzimática (Bnton and imberty, 1999). fl dominio 
más pmximal tiene homología con una familia de 
glicosiltransfetasas implicadas en la slntesis de Ii- 
popolisacáridos. y el  más dista1 tiene homología 
con la familia de glicosiltranslenws que aiíaden m- 
siduos del disacárido W$l-3NAcGlc ( G m l  et al.. 
2005). Redentemente se ha demostrado que la so- 
bmxpmión  de URGE en celulas musailam de 
pacientes con WWS hace que aumente la hipergllco- 
silación del a-distmgücano y que se restablezca la 
unión a laminina. Dado que la perdida de unibn a 
ligando parece contribuir significativamente a las 
patologías de estas enfermedades, estos hallazgos 
multan muy interesantes, puesto que el incremen- 
to de la actividad de LARGE, podría npresentar una 
diana terapeutica en las dlstmfias musculam (Ba- 
msi et al., 2004). Otros au tom han demostrado 
que LARGE no transRen galactosa ni &do siálico al 
a-distmglicano. y que es capaz de reestablear la 
funcionalidad del a-distmglicando en c#lulas que 
no sintetizan O-manosilglicanos modificando cadt  
nas de O-glicanos tipo mudna y de N-gücanos en el 
distmglicano (Patnaik and Stanley, 2005). Estos da- 
tos cormboran que la principal función de URGE 
m ide  en el músailo esqueletiw. donde únicamen- 
te se encaga de mantemer la unión con laminina, y 
que no participa en la formación de O-manosilglica- 
nos. por lo que. el fenotipo que causa es principal- 
mente de distrofia muscular (MDCID), y puede que 
con alguna alteración neumnal no deberla ser nun- 
ca tan grave como hs que pnxntan WWS o MEB. 
hncc que fukutina y FKRP partidpan en la gli- 
cosiladbn del a-distmglicano, puesto que el a-dis- 
tmglicano en músculo de pacientes FCMD y MDClC 
presenta hipogllcosiladán. Lo que no está dam es 
si partidpan en la slntesis de O-manosilglicanos o 
de O-giicanos de otro tipo (tipo mudna). Estos ge- 
nes codifican posibles glicosiltransferasas, aunque 
su actMdad enzirnática no ha sido demostrada aún 
(Muntoni and Voit, 2004). Fukutina y FKRP pnsen- 
tan en su extremo C-terminal un motivo de Asp-X- 
Asp tlpico de glicosiltransferasas. Además, pance 
que el análisis de pndicdón de Hcuenda de FKRP 
muestra homología con una transferasa de ligando 
fosforilado (Biockington et al.. 20013. Podria ser 
que alguna de estas pmtelnas partidpase en la sin- 
tesis de los O-manosilglicanos ya sea como glicosib 
transkrasas. o como protelnas que ayuden en la 
función de POMTI y POMGnTl en la pmcntadón 
del ligando fosforilado a las mismas @.e. doliquil- 
fosfato-manosa. Dol-P-&man. o UDP-NAcClc). 
Tal como se ha hecho con el gen de la fukutlna 
(Takeda et al., 2003). nosotros hemos generado m- 
tones quimera para el gen Pomt7. Los datos peli- 
minan% mueman que los ratones con un grado me 
dio de quimerismo se compoitan como los ratones 
wt. y no muestran anomallas fenotípicas aparentes. 
lo que concuerda con el knotipo observado en los 
ratones hetemzlgotos Pomf7+. Los ratones obteni- 
dos hasta el momento no presentan un grado SUR- 
ciente de quimerismo que permita estudiar fenoti- 
pos que se puedan nladonar con las CMDs con 
afectadbn neumnal. Es necesario o b t m r  ratones 
con mayor contribudón de céluias ES- para p e  
der estudiar si en el rat6n encontramos defectos 
pamldos a los que se obsewan en padentes con 
WWS. 
Adidonalmnte, estamos generando el ratón con- 
dkional. En b ~ v e  conseguiremos ei rat6n 
PomfIl04bp.. Bte ratón permitirá eliminar Pomn m 
tejidos. tipos celulares espe&cos e incluso tiempos 
de desanollo para estudiar las consearendas de la 
falta de PPmtl m los mismos. Cuando awrmos ra- 
t o ~  Pomfll04bp. con ratones transgenkos q w  ex- 
p n x n  CRE bajo el awitroldc p m o n s  espcdfkos 
de músculo esquclétlco. coraz6n. anbm. testículo, 
o de tiempos de desani~llo daminados, podemos 
establcaer los efectos aonaetos que tiene la elimina- 
d6n de Pomtl en nlridón con la h i p o ~ s i b d ó n  
del a-distmgücano (como se supone, en músculo y 
cmbd. Además, serla intenswte conocer b porl- 
b k  función de Pomtl en tedcub. y si está impücada 
en kitiltdad o na  Del mismo modo, podtiamos saber 
si está nladonado en este tejido con la Oinanosila- 
d6n de alguna gkopmteína que paiaidpe en el reco- 
nocimiento entre espermatozoide y bvulo. 
Futuros estudios se encamlnadn a conocer en 
más detalle la implicadán de los O-manosilglicanos 
en enfemedades neummusculam y h posible fun- 
d6n de los O-manosilglicanos en fertilidad. 
CONCLUSIONES 
1. POMTI interacciona con varias pmteínas detectadas mediante el sistema de doble híbrido en levadu 
ra: @$P. CRYAB. COXI 1, HSJ2, Hsp40 y Ceramidasa mitocondrial. p381 P y HSl2 tambih interaccionan 
con POMTZ, por lo que podrían ser dianas de manosihción. Mutaciones en estos genes podrían cau- 
sar WWS en alguno de los casos en los que aún no se ha identificado el gen responsable. 
2. A lo largo del desarrollo embrionario del ratón, el mensajero de Pomn se expresa en aquellos teji- 
dos que se ven más afectados en los pacientes con WWS: el músculo, el ojo y sobre todo el cerebm 
en desarrollo. 
3. En el ratón adulto, la proteína Pomtl se localiza en el retículo sarcoplásmico de células de músculo 
esquelético y cardíaco, mientras que en testículo, Pomti se localiza en el acmsoma de las espermiti- 
das en todas sus fases de maduración a espermatozoide. 
4. La proteína Pomt2 se localiza en los mismos tejidos que Pomti en el ratón adulto, con lo que se re- 
fueaa la hipótesis de que ambas Pomts actúan juntas a la hora de ejercer su función. En tejido m a -  
cular probablemente estén manosilando a a-distroglicano, principal diana de O-manosilación de 
Pomts. Sin embargo, las células germinales de testículo no expresan a-distmglicano. por lo que en 
este tejido. o bien existe otra diana de manosilación distinta, o las Pomts ejercerían otra función. pu- 
diendo estar implicadas en fertilización. 
5. La eliminación dirigida de Pomn en el ratón ha resultado ser letal durante el desarrollo embrionario. 
La letalidad se debe a defectos en la formación de la membrana de Reichert causados por un défiat 
de glicosilación del a-distroglicano. Los ratones heterozigotos Pomn* son viables y fertiles. POMTI 
podría estar implicada en la formación de otras membranas basales esenciales para el desarrollo 
también en humanos. 
6. Los ratones quimera generados a partir de células con un grado medio de quimerismo se com- 
portan como individuos wt y no presentan fenotipos anormales aparentes. Es necesario obtener rato- 
nes con un mayor grado de quimerismo. Estos ratones permitirán estudiar cómo afecta la ausenaa de 
Pomn en cada tejido dependiendo del grado de contribución de células ES mutadas al mismo. 
7. Estamos generando el ratón knockout condicional para Pomfl. El animal Pomtllo** permitirá obte- 
ner modelos de estudio carentes de Pomn en tejidos específicos o en un tiempo de desarmllo con- 
creto al cnuatios con ratones transgénicos que expresen CRE bajo el control de un promotor induci- 
ble o especííico de tejido. 
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